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RESUMO

Leishmaniose visceral (LV) vem sofrendo modificacdes do ponto de vista clinico e
epidemioldgico mundialmente. Urbanizacédo foi descrita em diferentes regides do Brasil
e do mundo, como também no estado do Rio Grande do Norte, influenciando
sobremaneira no comportamento clinico da doenca. Uma nova entidade clinica
denominada co-infeccdo HIV/leishmania vem sendo descrita, como conseqliéncia da
sobreposicao de areas de ocorréncia de LV e HIV/AIDS, em diferentes paises incluindo
0 Brasil. O objetivo deste estudo foi definir o processo de periurbanizacdo da LV e
descrever série de casos da co-infeccdo HIV/Leishmania no Rio Grande do Norte.
Mudanca no padrdo demografico da LV no RN foi detectada, sendo observado aumento
no ndmero de individuos na idade adulta, do sexo masculino. Andlise da distribuicdo
espacial demonstrou que nos Ultimos 20 anos LV tende a instalar-se em municipios de
maior porte e, portanto, mais urbanizados do RN, sendo as regifes leste e oeste as de
maior risco para a doenca. A primeira regido inclui Natal, capital do estado, onde o
processo de periurbanizacéo iniciou-se, em 1990 e, a outra, inclui a cidade de Mossord,
segunda maior do estado, onde a periurbanizacdo iniciou-se nos ultimos 5 anos.
Também em 1990 registra-se a emergéncia da co-infeccdo HIV/ Leishmania no estado.
Estudo tipo caso-controle revelou que a nova entidade clinica acomete individuos
adultos do sexo masculino, que adquirem HIV por via sexual; 40% destes com historia
de infeccdo prévia por leishmania. Recaidas e 6bito por LV é maior em pacientes HIV
positivos comparados com pacientes HIV negativos, pareados por sexo e idade. Esse
padrdo é bastante semelhante ao europeu, exceto, pela via de transmissdo, que ocorre la
de modo concomitante, por via parenteral, em usuarios de drogas ilicitas.
Adicionalmente, a analise de distribuicdo espacial identificou sobreposicdo de areas de
ocorréncia de HIV/AIDS e LV no RN apontando para risco aumentado da nova
entidade clinica descrita acima. Portanto, vigilancia epidemioldgica para co-infeccao
HIV/Leishmania deve ser adotada em todas as areas de risco. Ao mesmo tempo, faz-se
necessario avaliar resisténcia as drogas utilizadas atualmente, no tratamento da LV, bem
como, transmissdo parenteral de L infantum/chagasi, nas areas onde a dependéncia de

droga é fator de risco para aquisi¢do de HIV.



ABSTRACT
Visceral leishmaniasis (VL) has undergone changes in terms of clinical and

epidemiological presentation worldwide. Urbanization has been described in different
regions of Brazil and the world, as well as in the state of Rio Grande do Norte. These
changes have impacted in the clinical outcome of Leishmania infection. A new clinical
entity called co-infection of HIV/Leishmania has been described as a consequence of
overlapping areas of occurrence of VL and HIV / AIDS in different countries including
Brazil. The aim of this study was to define the process of periurbanization of the LV
and describe a case series of co-infection HIV / Leishmania in Rio Grande do Norte. A
new demographic pattern of VL was detected, with an increase in the number VL adult
male subjects. Analysis of spatial distribution of VL in the state of Rio Grande do
Norte showed that in the past 20 years VL tends to occur in larger cities and therefore
the highest risk disease is greater in the eastern and western regions. The first region
included Natal, the state capital, where the process of suburbanization began in 1990,
and more recently the city of Mossord, the second largest state, where periurbanization
began in the last five years. In 1990, the emergence of co-infection HIV/Leishmania in
the state was observed. Case-control study revealed that the new clinical entity affects
adult males, who acquired HIV through sexual intercourse, 40% of those with a
preivous history of leishmania infection Relapse and death from LV is increased in HIV
positive compared with HIV-negative patients matched by sex and age. This pattern is
similar to the observed in Europe, except of the route of transmission, where in Europe
occured concomitantly, by parenteral route in drug users. Analysis of spatial distribution
identified overlapping new areas of occurrence of HIV / AIDS and LV potentially
signaling to increased risk of this new clinical entity as described above. Therefore,
epidemiological surveillance for co-infection HIV / Leishmania should be adopted in all
areas of risk of VL. At the same time, it is necessary to evaluate drug resistance
currently used in the treatment of VL, as well as parenteral transmission of L infantum/

chagasi in areas where drug dependence is a risk factor for HIV acquisition



I. INTRODUCAO

1. Aspectos Gerais:

Leishmanioses compreendem um complexo de doencas, com grande
diversidade clinica e epidemiologica, disseminadas no Velho e no Novo Mundo (1).
Espécies do parasita, do vetor e dos reservatorios, bem como, fatores relacionados a
imunidade do hospedeiro determinam a apresentacéo clinica sob a forma cutanea (LC),
cutaneo-mucosa (LCM) ou visceral (LV) (2).

LC é causada, principalmente, por Leishmania major e Leishmania tropica no
Velho Mundo e por Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana no Novo Mundo;
LCM e, mais frequentemente, ocasionada no Novo Mundo por Leishmania braziliensis,
enquanto que, no Velho Mundo, L. major, Leishmania donovani e Leishmania infantum
podem ser a causa em individuos imunossuprimidos; LV é determinada em ambas as
regides por espécies do complexo Donovani (3). Embora associacdo entre a espécie de
leishmania e a apresentacdo clinica da doenca seja freqliente, espécies distintas podem
produzir diferentes sindromes clinicas em diversas regiGes do mundo. Leishmania
chagasi, por exemplo, foi descrita como agente de LC na América Central (4). Da mesma
forma, casos de forma visceral devido a Leishmania amazonensis e por Leishmania
tropica foram relatados no Brasil e na india, respectivamente (5-7).

2. Leishmaniose visceral

2.1. Agente etioldgico, reservatorios e vetores.

Leishmanias sdo membros da ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae. S&o parasitas digenéticos apresentando-se sob duas formas
morfoldgicas principais: amastigota, arredondada e intracelular encontrada dentro dos
macrofagos e, promastigota, flagelada e extracelular encontrada no intestino do inseto
transmissor.

As especies que causam LV (L. donovoni, L. infantum e L. chagasi) fazem
parte do género Leishmania, pertencente ao complexo Donovani (8). Estudos recentes
do genoma do parasita tém mostrado que L. infantum e L. chagasi sdo a mesma espécie
tendo sido trazida para o Novo Mundo com os colonizadores europeus (9;10). Outros
pesquisadores discordam, apontando L. chagasi como espécie diferente daquela e,
prépria das Americas (11). Assim, até 0 momento, esta questdo permanece em
discussdo na literatura, sendo L. chagasi ora referida como tal, ora referida como L.

infantum/chagasi (12).



Canideos silvestres, entre eles a raposa (Dusicyon vetulus) e marsupiais
(Didelphes albiventris e Didelphes marsupialis) sdo considerados reservatorios naturais
de leishmania. No ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris) constitui-se excelente
reservatorio, visto que pode adoecer ou ser portador assintomatico do parasita (13). A
raposa por seus habitos peridomiciliares € a principal responsavel pela inter-relacédo
entre os ciclos, silvestre e doméstico. Recentemente, roedores silvestres (14) e o gato
doméstico (15) foram descritos como reservatorios acidentais de Leishmania
infantum/chagasi, mas, a participacdo destes na urbanizacdo da LV ainda ndo foi
avaliada.

Tradicionalmente, nas Américas, 0 cdo € considerado a principal fonte de
infeccdo para o homem. Entretanto, nos ultimos anos, questionamentos vém sendo
levantados acerca do seu papel na cadeia epidemioldgica da LV humana. Os dados
atuais da literatura sobre este ponto ainda séo contraditérios. Dietze et al demonstraram
que a eliminacdo de cdes infectados ndo se associou a diminuicdo da transmissdo de
infeccdo por Leishmania para humanos, (16). Anteriormente, Evans et al observaram
que ndo havia maior risco de infeccdo em humanos quando ocorria presenca de cées
infectados no domicilio, mas que criancas oriundas de familias com histéria pregressa
de LV tinham risco de infec¢do trés vezes maior (17). Ambos sugerindo uma provavel
participacdo do homem como reservatorio. Contrariamente, estudos de analise espacial
revelaram correlacdo entre distribuicdo de casos caninos e humanos de LV e que, altas
taxas de infeccdo canina aumentam a chance de transmissdo para humanos, na presenca
do vetor (18). Adicionalmente, foi demonstrado que a retirada sistematica de cées
soropositivos diminuiu a incidéncia de LV humana e canina nas areas estudadas (19).

O vetor de Leishmania infantum/chagasi nas Américas sdo fémeas hematéfagas
de insetos denominados flebotomineos e, classicamente, descritos como do género
Lutzomya, espécie longipalpis (20). Recentemente, duas outras espécies (Lu. evansi e
Lu. cruzi) foram apontadas como possiveis transmissoras do parasita em alguns paises
do continente americano (21;22). Demonstrou-se no passado que Lu. longipalpis era
uma espécie silvestre, porém, com grande capacidade de adaptacdo aos anexos
peridomicilares (galinheiros) e ao préprio domicilio. Posteriormente, observou-se que
0 inseto instalara-se na area rural vivendo em locas de animais e frestas de pedras.
Atualmente, o vetor esta plenamente adaptado ao ambiente urbano onde encontrou
nicho ecoldgico adequado; podendo ser capturado no peridomicilio, em abrigos de

animais, bem como, no intradomicilio (23).



Flebotomineos necessitam de substrato sélido para o desenvolvimento larvario,
assim, a presenca de solo rico em matéria organica em decomposigéo é primordial para
a sua permanéncia no foco de transmissdo. Outros fatores importantes séo ventilacdo
escassa, alto grau de umidade, proximidade do domicilio com a vegetacdo nativa e
abundancia de reservatorios (24). Entre outras, acbes antropicas tém oferecido
condigdes adequadas para adaptacéo do vetor de Leishmania infantum/chagasi as areas
urbanas (25).

2.2. Transmisséo

Leishmania infantum/chagasi é transmitida para o homem, principalmente, por
via vetorial. Outras vias, ocasionais, de transmisséo incluem o uso de seringas
contaminadas e transfusdo de hemoderivados (parenteral), a via transplacentaria
(congénita) e contaminacdo em laboratério (ocupacional) (26). Nos dias atuais, a via
parenteral tem se destacado em algumas regiGes devido ao crescente numero de co-
infectados com HIV, sendo esta a principal forma de aquisicdo da doenga nessa
populacgéo (27).

LV é um exemplo tipico de doenca metaxénica (vertebrado reservatorio - vetor-
vertebrado susceptivel). Desta forma, a transmissdo vetorial permite a perpetuacdo do
parasita e, a0 mesmo tempo, determina infeccdo e/ou doenca em seus reservatdrios. O
ciclo inicia-se quando o fleb6tomo adquire as formas amastigotas da leishmania, por
succdo do sangue de reservatérios infectados; as quais, no interior do seu tubo digestivo,
transformam-se em promastigotas metaciclicas e migram para a proboscida. Em um
novo repasto sanguineo, o vetor inocula, por regurgitacdo esofagiana, no homem ou em
outro mamifero susceptivel, as formas infectantes. No sitio de inoculagéo, ap6s vencer
as barreiras de defesa natural, as promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e
perdem o flagelo, transformando-se em amastigotas. Estas se multiplicam dentro do
fagolisossomo, por divisdo binaria, até a ruptura da célula com liberacdo de inumeros
parasitas que irdo infectar outros macrofagos atraidos para o local. Posteriormente, pode
ocorrer disseminacao para 6rgdos ricos em células do sistema fagocitario mononuclear,
determinando as varias formas clinicas da doenca (28).

2.3. Aspectos imunoldgicos

Para o controle da infeccdo por Leishmania € decisivo o padrdo de resposta
imune celular, o qual é direcionado pela imunidade inata, ativada na fase inicial da
infeccdo. (29). A imunidade humoral é considerada ndo protetora no curso da doenca.
H4 ativacédo policlonal de linfocitos B com producgdo de anticorpos da classe 1gG, IgA e



IgE ndo especifico e anti-leishmania porém, ineficientes em controlar a parasitose
(30;31). O papel dos anticorpos anti-leishmania na fisiopatologia da LV foi sugerido no
modelo murino de infeccdo por Leishmania major ao apontar-se a, potencial,
participacdo de anticorpos na internalizacdo das promastigotas pelos macrofagos (32).
Pode ocorrer, ainda, formacdo de complexo antigeno-anticorpo determinado
plaquetopenia e/ou nefropatia (33;34).

A adesdo e internalizacdo de promastigotas na célula fagocitaria ddo-se pela
interacdo de moléculas de superficie do parasita (gp63 e LPG) com receptores do
complemento (CR1 e CR3) da superficie da célula (35). Macréfagos sdo os sitios
preferenciais de multiplicacdo da leishmania. A agdo microbicida destas células é
determinada pela producdo, sob controle genético, de intermediarios reativos de
oxigénio (ROI), dependente da enzima oxidase fagocitica (Phox) e de intermediarios
reativos de nitrogénio (RNI), dependente da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS) (36). Em resposta a infeccdo por leishmania e, ativados por citocinas geradas
por diversas outras células do sistema imune, macrofagos também produzem citocinas
determinantes no curso da doenca. Entre elas, IL-12 e TNF-a, responsaveis pela
destruicdo do parasita, bem como, IL-10 e TGF-B, favoraveis a multiplicacdo destes
(37).

No tocante a imunidade celular, as disfuncdes envolvendo a célula TCD," sio
cruciais no estabelecimento de uma resposta protetora, ou ndo, na LV. O modelo
murino experimental revelou duas subpopulagbes destas células com habilidades
funcionais distintas e reconhecidas pelo perfil de citocinas produzido quais sejam: o
subtipo Thl capaz de produzir IL-2, TNF-B e INFy e, o subtipo Th2 produtor de IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Contudo, parece haver um mecanismo de contra-
regulacdo entre as subpopulacbes de linfocitos Thl e Th2 (38). Entre eles, ja é
conhecida a participacdo de células regulatorias induzidas, no curso da infeccdo por
Leishmania a exemplo da subpopulacdo de células Th3, desenvolvidas a partir de
linfocitos TCD4 e produtoras de TGFfB. Mais recentemente, células regulatorias naturais
(Treg cells) foram descritas como capazes de reativar a infeccdo crénica por
Leishmania, no modelo animal (39-41).

Com relacdo as diferengas funcionais, verificou-se que os linfécitos Thl
estimulam a proliferacdo celular, levando a reacdo de hipersensibilidade cutanea tipo

retardado (DTH) e, induzem a producdo de isotipos de imunoglobulinas (IgG2a),



fixadores de complemento, favorecendo assim a fagocitose. Enquanto que, os linfécitos
Th2 induzem a producdo de IgG1, 1gG3 e IgA, pouco fixadoras de complemento, além
de IgE, a qual se liga a superficie do mastdcito provocando reacGes de
hipersensibilidade tipo imediato, tipica dos processos alérgicos (42).

Experimentalmente, a infeccdo de diferentes linhagens de camundongos com L.
major, demonstrou que a resposta imune a Leishmania apresenta-se polarizada para um
dos subtipos da célula TCD4+. Na linhagem susceptivel (BALB/c), ha predominio de
citocinas produzidas por linfécitos Th2, sendo a doenca progressiva e fatal. Enquanto na
linhagem resistente, (C57BL/6), ha producdo de citocinas do perfil Thl com auto-
resolucéo e cura da infeccdo (43).

A semelhanca do observado no modelo experimental, pacientes com LV
apresentam evidéncias de supressdo de células Thl e ativacdo de células Th2. Esta bem
documentado que pacientes na fase ativa da doenca ndo respondem ao teste
intradérmico (DTH negativo) e a estimulacéo de linfécitos in vitro, com antigenos de
leishmania; além de ndo produzirem citocinas Thl (IL-2 e INFy) em culturas de células
estimuladas com antigenos especificos (44). Estas alteragdes, resultantes da supressao
de células Thl, séo reversiveis ap6s o tratamento bem sucedido. Também foi
demonstrado que altos niveis de IgE e IgG1 estdo presentes no soro destes pacientes
(45), bem como, de IL-4 (46) confirmando a participacao de células Th2 na progressao
da doenca. O papel das células regulatorias na leishmaniose visceral humana ainda nao
esta estabelecido. Entretanto, TGF B foi encontrado em niveis elevados no soro e em
células da medula 6ssea de pacientes com leishmaniose visceral do Rio Grande do
Norte (Nascimento et. al, dados ndo publicados) evidenciando a participagdo das células
Th3.

Influéncia do padrdo de resposta imune na evolucdo clinica da infeccdo por
Leishmania foi demonstrada em estudos em area endémica. Verificou-se que criancgas
com a forma subclinica de LV e que apresentavam uma forte resposta proliferativa e
teste intradérmico positivo a antigenos de leishmania ndo evoluiram para doenca (47).
Comparativamente, criancas da area endémica, com infeccdo assintomatica ou infeccao
subclinica, evoluindo com autoresolucao da infecgdo produziam maiores niveis de INF-
vy do que aquelas que evoluiram para doenca (48). Em consonancia com isto,
experimentos, in vitro, indicam que linfocitos de pacientes com LV ndo produzem

citocinas ativadoras de macrofagos, pois, o sobrenadante de suas células mononucleadas



cultivadas com antigenos de leishmania ndo foi capaz de ativar macréfagos para destruir
leishmania (49).

Estudos assinalam que fatores nutricionais e ambientais podem contribuir com o
desenvolvimento da LV, conforme bem documentado por estudos anteriores realizados
no Rio Grande do Norte (50-52). Da mesma forma, ha evidéncias crescentes da
existéncia de diferencas genéticas entre modelos animais e entre as populagdes humanas
com relagdo a infecgdo por parasitas intracelulares, incluindo Leishmania (53). Nosso
grupo demonstrou agregacdo familiar de infeccdo e doenca, por L. chagasi no RN e,
recentemente, concluiu o estudo de varredura do genoma em uma populacdo da area
endémica no estado onde a prevaléncia de infec¢do por Leishmania chagasi é de 40%.
Foi observado, nesta populagdo, loci associados ao fenétipo doenca (LV) e a infeccdo
assintomatica (DTH+) (54). Apesar das observacdes acima, os fatores especificos que
determinam se um individuo desenvolvera infeccdo sintomatica com L. chagasi ainda
necessitam ser definidos.

2.4. Aspectos clinicos:

LV é uma protozoose sistémica e grave cuja letalidade no Brasil, pode atingir
cerca de 10%, quando ndo tratada adequadamente (55). A leishmania infecta células do
sistema fagocitario mononuclear promovendo uma disfuncdo imunoldgica especifica e
determinando um amplo espectro clinico de doenca caracterizado pelas formas:
assintomatica, subclinica e classica (56-58).

Em areas endémicas, a maioria dos individuos apresenta infec¢do assintomatica
sendo confirmada por meio de positividade ao teste intradérmico a antigenos de
leishmania (Montenegro) e/ou aos testes sorologicos que detectam anticorpo anti-
leishmania. A doenca, quando ocorre, acomete principalmente criancas, de ambos 0s
sexos e, varia do quadro subclinico ao classico. Estudo prospectivo realizado em
Jacobina/BA revelou que 25% das criangas com a forma subclinica de LV progrediram
para a forma classica em um periodo que variou de 2 a 10 meses. Os outros 75%
evoluiram para cura, sem tratamento especifico, ap6s um periodo prolongado de
aproximadamente 35 meses (59). De forma semelhante, estudo de coorte realizado no
Ceard, cujos participantes eram criancas na faixa de 3 a 9 anos, mostrou uma taxa de
soroconversao anual de 5% ao ano, com 13% dos individuos infectados evoluindo para
doenca. O periodo entre a soroconversdo e o diagnostico de calazar variou de 3 a 14

meses (60).



A forma classica da LV cursa, em geral, de modo arrastado, embora
apresentacdo aguda também possa ocorrer. O quadro clinico se caracteriza por febre
prolongada, hepatoesplenomegalia volumosa e desnutricdo acentuada, além de anemia,
leucopenia, fendmenos hemorragicos e infeccbes bacterianas secundarias. E comum,
atraso do crescimento nas criancas, retardo na puberdade nos adolescentes e amenorreéia
nas mulheres. Ictericia € manifestagdo rara no calazar podendo relacionar-se a infeccdo
leishmaniotica, & presenca de infeccdo bacteriana concomitante (colestase trans-
infecciosa) ou outra hepatopatia, principalmente co-infeccdo com agentes virais.
Insuficiéncia hepatica pode ser um evento final nas formas graves e refratarias da
doenca. Casos ndo tratados evoluem, invariavelmente, para o dbito em 1 a 2 anos, em
geral por infecgdes bacterianas.

2.5. HIV/AIDS e co-infeccdo HIV/ Leishmania

AIDS foi descrita no inicio da década de 80, nos Estados Unidos e em 1983 um
virus da familia Retroviridae denominado HIV (virus da imunodeficiéncia humana) foi
identificado como seu agente etiol6gico por pesquisadores franceses e americanos,
quase simultaneamente. (Centers for Disease Control. Pneumocystis pneumonia, Los
Angeles. MMWR 30 (21): 250-252, 1981; Barre-Sinoussi et al, Isolation of a T-
lymphotropic retrovirus from a patient at risk for acquired immune deficiency syndrome
(AIDS). Science 220:868-71, 1983; Gallo, RC et al Frequent detection and isolation of
cytopathic retroviruses (HTLV-11I) from patient with AIDS and at risk for AIDS.
Science 224: 500-3, (1984). O HIV infecta linfocitos TCD4 provocando destruicdo
progressiva destas células. Em média, cinco anos apés a infeccgdo instala-se pronunciada
imunossupressdao favorecendo o surgimento de infecgbes oportunistas como
tuberculose, infec¢Bes fungicas, virais, por protozoarios, bem como, neoplasias, entre
outras situac@es clinicas, consideradas isoladamente ou associadas condi¢do definidora

de AIDS. (www.saude.gov.br).

Leishmaniose visceral foi inicialmente reconhecida como doenca oportunista em
pacientes com AIDS na Espanha acometendo, especialmente, usuarios de drogas
endovenosas (100). Com o processo de urbanizagdo da LV, leishmania tornou-se um
importante agente de infeccdo oportunista em pacientes vivendo com HIV/AIDS em
outras regides. A co-infeccdo HIV/Leishmania pode ter apresentacdo clinica bastante
diversificada. A maioria das vezes se apresenta de forma classica, porém, ndo sao raras

as formas atipicas com manifestac@es digestivas, pulmonares e cutaneas, ou ainda, pode
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apresentar-se como febre de origem obscura. A evolucdo pode ser rapidamente
progressiva e fatal e, recaidas pos-tratamento sao frequientes (61).

2.6. Aspectos diagndsticos e terapéuticos:

O diagnéstico de LV ¢é confirmado, tradicionalmente, pela pesquisa de
amastigotas de leishmania em aspirados de medula Gssea corados pelo Giemsa ou
Wright. Contudo, este método além de doloroso e de exigir profissional especializado,
apresenta sensibilidade relativamente baixa (62). A puncdo esplénica tem elevada
sensibilidade (96% a 98%), porém oferece risco de hemorragia (63). O isolamento de
leishmania em meios de cultura especificos, a partir de biopsia tecidual e de sangue
periférico, pode ser um processo demorado e de custo mais elevado para ser usado na
rotina nas &reas endémicas.

O teste de hipersensibilidade cutdnea retardada (DTH) aos antigenos de
leishmania apresenta alta positividade em individuos residentes em area endémica com
infeccdo assintomética (64), sendo negativo nas formas sintomaticas devido a
imunossupressdo celular especifica. E, portanto, um bom marcador de resolugdo de
infeccdo, mas, ndo de doenca.

Os métodos sorologicos mais comumente utilizados sdo imunofluorescéncia
indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Por utilizarem como fonte de
antigeno, o parasita inteiro ou extrato do parasita, a especificidade destes testes é baixa
(65). Apesar de serem mais aplicaveis a inquéritos epidemioldgicos podem ser
realizados em alguns casos clinicos sem confirmacéo parasitoldgica. ReacOes cruzadas
podem ocorrer com leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, hanseniase,
tuberculose, esquistossomose e malaria.

O ELISA com o antigeno recombinante K39, de uma proteina relacionada a
familia das cinesinas, cujo gene é expresso predominantemente em amastigotas de L.
chagasi e L. donovani (66) apresentou especificidade, de aproximadamente 100%, em
diferentes populagdes: Brasil e Suddo (67); China e Paquistdo (68). No Rio Grande do
Norte, esse antigeno também mostrou elevada sensibilidade (94%) e especificidade
(99,5%) para o diagnostico de LV (69). Adicionalmente, foi também verificado nessa
populacdo que anticorpos anti-rk39 estavam presentes em apenas 2,7% de individuos
assintomaticos com teste intradérmico positivo, confirmando que o rK39 é um marcador
de doenca ativa (70). Entretanto, seu uso € ainda limitado a pesquisa cientifica, mas ha
previsdo de que um dot-ELISA utilizando o antigeno rK39 esteja disponivel no Brasil
em 2010.



A reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com amplificacdo de regides
especificas do DNA do cinetoplasto e/ou cromossomial de leishmania, tem se mostrado
um método rapido e sensivel podendo ser realizado no sangue periférico, bem como, em
aspirados esplénicos e de medula 6ssea (71). A PCR, utilizando DNA extraido do
sangue periférico, em pacientes indianos apresentou positividade de 93% entre os
doentes e de 72% entre os suspeitos (72), indicando ser um bom método para
confirmacdo de infeccdo. Também foi possivel identificar o DNA de leishmania em
individuos assintomaticos da area endémica, com teste intradérmico positivo ou
negativo (73); (Jerdbnimo et al., dados ndo publicados). Como permite detectar cargas
parasitarias muito baixas, foi sugerido que a PCR podera servir como marcador de
resposta terapéutica (74).

Entre as modernas técnicas de PCR lancadas, a PCR em tempo real capaz de
quantificar o DNA e de identificar a espécie de leishmania, tem-se destacado pela
rapidez do resultado e pela possibilidade de avaliagcdo da resposta terapéutica (75;76).
Essa técnica, a nivel experimental, tem revelado potencial utilidade, especialmente, em
pacientes co-infectados com HIV, os quais apresentam elevado indice da recaida da
doenca (76).

O tratamento de escolha da LV no Brasil continua sendo realizado com o
antimonial pentavalente (antimoniato de N-metil glucamina), por via intravenosa ou
intramuscular, na dose de 20 mg/ Kg/dia por um periodo que varia de 20 a 28 dias.
Apesar de geralmente bem tolerada, a aplicacdo do antimonial requer hospitalizacdo
para monitorizacdo dos efeitos colaterais. AlteracBes eletrocardiograficas comumente
ocorrem na 2% semana de tratamento sem repercussdes hemodinamicas (77), porém, em
alguns casos podem exigir a suspensdo da droga. A toxicidade renal é de ocorréncia rara
(78), mas alteracBes das enzimas hepéticas sdo frequentes (79). Muitos pacientes
apresentam elevacdo da amilase e lipases sericas e alguns deles podem apresentar
pancreatite grave, principalmente se ha insuficiéncia renal associada (80-82).
Resisténcia ao antimonial ainda é rara no Brasil, porém, recaidas apos tratamento da LV
em co-infectados com HIV vém sendo observado.

A anfotericina B e a pentamidina sd@o drogas alternativas ao tratamento
convencional, somente indicada, nos casos de faléncia ao primeiro esquema (83-86).
Porém, também exige hospitalizacdo além de ter maior toxicidade e o custo ser mais
elevado. A anfotericina B, em suspenséo lipossomal, tem melhorado sua tolerabilidade
e reduzido o tempo de internacdo, entretanto, o custo é ainda mais alto (87).



Medicamentos de uso oral como alopurinol, cetoconazol, aminosidina e sitamaquina
ndo tém até entdo, eficAcia comprovada para serem utilizadas isoladamente na LV.
Entretanto, miltefosine, uma droga oral, inicialmente mostrou-se eficaz no tratamento
de casos de LV resistentes ao antimonial na India (88-90). No entanto, o uso de
miltefosine no tratamento da LV ndo mostrou boa eficacia no Brasil (Dietze R,
comunicacdo pessoal), apesar de dados iniciais mostrarem uma boa eficacia no
tratamento da LC (Machado P, comunicagéo pessoal).

Para pacientes com co-infeccdo HIV/leishmania ndo ha uma clara defini¢do da
droga mais eficaz e do tempo de tratamento. O antimonial parece ser menos eficaz que
anfotericina B, especialmente, as formulages lipidicas. Falhas terapéuticas e recaidas
sdo frequentes com qualquer esquema usado. Na Europa, tem sido relatada taxa de
resposta favoravel aos antimoniais de 83%. No entanto, 52% dos pacientes recairam
em um periodo de 1 més a 3 anos. A OMS sugere terapias alternativas que podem
incluir pentamidina, anfotericina B convencional ou anfotericina B lipossomal. As
formulagdes lipidicas reduzem o risco de nefrotoxicidade, porém ndo o de recaidas.
Recomenda-se terapia de manutencdo quinzenal ou mensalmente, utilizando-se
antimoénio, anfotericina B ou pentamidina (91-93).

O tratamento da LV durante a gravidez visa curar a gestante e evitar a
transmissdo congénita da leishmania. Os antimoniais estdo proscritos, pois atravessam
a barreira placentaria e podem provocar retardo mental no concepto. A anfotericina B
pode ser uma opcdo; entretanto, atencdo especial deve ser dada a nefro e a
cardiotoxicidade. H& propostas para 0 emprego da aminosidina; no entanto, ha
limitacOes pela toxicidade e pela pouca experiéncia clinica. Os antimoniais podem ser
usados nas nutrizes sem restrigoes.

2.7. Distribuicao geografica

As areas endémicas para leishmaniose visceral (LV) encontram-se distribuidas
em regides tropicais e subtropicais do mundo, ocorrendo em 65 paises onde 200
milhOes de pessoas vivem sob risco de infecgdo por Leishmania e registram-se 500.000
novos casos de LV por ano. Entretanto, cerca de 90% destes concentram-se em pobres
areas rurais e suburbanas de apenas cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, Suddo e
Brasil (94). No Brasil ocorrem cerca de 3000 casos por ano sendo a maioria dos casos
notificados no nordeste (95), Sobreposicéo de areas de ocorréncia de LV e HIV/AIDS,
em todos os continentes, propiciou o surgimento de nova entidade clinica, a co-

infeccdo HIV/Leishmania, atualmente j& relatada em 34 paises (96).
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Classicamente, sdo descritos dois padrées epidemioldgicos da doenca no
mundo. No Sul da Asia e na Africa Subsariana, LV é, predominantemente, uma
antroponose tendo como reservatorio o homem e como vetor, insetos do género
Phlebotomus; sua transmissao é urbana e é causada por Leishmania donovani. Na bacia
do Mediterraneo (Europa) e nas Américas, LV é primariamente uma zoonose tendo
mamiferos domésticos e silvestres como reservatorios e, insetos do género
Phlebotomus e Lutzomyia sdo os vetores, respectivamente; a transmissdo é rural e peri-
urbana, sendo causada, principalmente, por Leishmania infantum, na Europa e,
exclusivamente, por Leishmania chagasi, nas Américas (97). Em alguns paises da
Africa e da Asia, bem como, na Italia h4 infeccdo tanto por L. donovani quanto por L.
infantum (98).

Nas ultimas duas décadas, modificacGes dos padrdes epidemioldgicos descritos
vém acontecendo mundialmente, sob influéncia de diversos fatores. Alteracdes
ambientais como intenso processo migratério e desmatamento, além de pressdes
sociais e econdmicas sdo 0s principais fatores de risco para a ocorréncia de novos
casos em uma determinada area. Fatores de risco individuais incluem infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), desnutri¢do e fatores genéticos (99). LV &,
portanto, uma endemia em franca expansdo, com aumento de incidéncia em regides
previamente atingidas e disseminacao para areas nao afetadas.

Nos paises europeus do Mediterraneo (Espanha, Franca, Italia, e Portugal), LV
tinha baixa endemicidade, entretanto, em meados da década de 80, emergiu de modo
epidémico entre portadores de infeccdo pelo HIV, sendo a maioria dos casos
registrados na Espanha onde o primeiro caso foi descrito em 1985 (100). Transmissédo
homem a homem passou a ser documentada nessa populagdo, por via parenteral,
através do compartilhamento de agulhas e seringas entre usuarios de drogas ilicitas.
Epidemias também foram descritas na Asia e na Africa resultante das migracoes
populacionais por razGes ocupacionais e por situacdes de guerra, bem como, em
consequéncia da deterioracdo das condicBes socioecondémicas em regiGes suburbanas
de grandes cidades (101).

No continente americano, LV tinha alta endemicidade em &reas rurais, com
90% dos casos notificados na América Latina e destes, 92% eram registrados no
nordeste do Brasil. Nos ultimos 20 anos, com a migracdo rural-urbana e crescimento
ndo planejado de grandes cidades, LV re-emergiu sob a forma de epidemias, em areas

urbanas, no Brasil e em muitos outros paises da América do Sul. Transmissdo peri-
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urbana passou a ser observada nessas areas, bem como, crescente registro de co-
infeccdo com HIV (102). Risco de expansdo de LV para regides indenes das Americas
foi demonstrado pela deteccdo de Lutzomya longipalpis na Argentina (103) e na
Colémbia (104), bem como, pela ocorréncia de surtos de LV em canis dos Estados
Unidos e Canada (105; 106). Ao mesmo tempo, casos humanos ja foram descritos na
Argentina, em paciente natural da Espanha (107) e, em Nova York em co-infectado
com HIV, com histéria de viagem para &rea endémica (108).

O processo de urbanizacdo da LV no Brasil iniciou-se nos anos 80 quando
epidemias passaram a ocorrer em diversas capitais nordestinas (109-111) e
progressivamente, estenderam-se para as demais regifes. Assim, na década de 90,
apesar do consideravel aumento do nimero de casos no pais (de 1.510 em 1991 para
4.858 em 2000), em consequéncia do aumento da area de abrangéncia da doenca, 0
percentual de casos no nordeste reduziu de 90% até os anos 90 para 77% a partir de
2000. Desde entdo, os estados do Para e Tocantins (Regido Norte), Mato Grosso do Sul
(Regido Centro-Oeste), Minas Gerais e S& Paulo (Regido Sudeste) passaram a
influenciar de modo significativo no total de casos de LV no Brasil.

No pais, atualmente, em funcdo desta ampla distribuicdo, LV assume perfil
bastante diversificado determinado, sobretudo, por influéncia de alteracfes climaticas.
Inicialmente transportada da zona rural, de &reas de vales e montanhas com clima seco
e baixa precipitacdo pluviométrica, para areas de terra firme na periferia de grandes
centros urbanos, inclusive no litoral, onde também ha pobreza e precarias condi¢bes
sanitarias; LV ocorre agora em areas centrais de cidades da regido Centro-Oeste e
Sudeste, com clima ameno, maior precipitacdo pluviométrica e melhores condicdes de
vida, caracterizando um novo perfil social da doenca (8). Por outro lado, em Teresina
/Pl e em S&o Luiz/MA os picos de maior incidéncia da doenca foram precedidos por
longos periodos de seca que ocasionaram grande éxodo rural; da mesma forma, na
Bahia observaram-se nitida correlacdo entre o fendmeno do El Nino e a incidéncia
anual de LV (112). Paralelamente, a instalacdo da LV em areas peri-urbanas fez surgir
em algumas regiGes casos de co-infeccdo com HIV como ja relatado (95) o que,
certamente terd uma participacdo efetiva na mudanca do padrdo epidemioldgico e
clinico das duas doencas no Brasil.

No Rio Grande do Norte, aumento de numero de casos de LV passou a ser
observado em Natal, a partir de 1989 mantendo-se elevado nos anos seguintes,
caracterizando, assim, o padrdo epidémico da doenga. Fatores como rapido
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crescimento populacional, migracdo urbana e expansdo da cidade para areas pouco
povoadas anteriormente, influenciaram sobremaneira a instalagédo da LV na zona peri-
urbana da capital do Estado (113). Adicionalmente, foi demonstrado que variagdes
climaticas determinaram variacdes na densidade populacional de Lu. longipalpis e que,
0 aumento da populacdo do vetor coincidiu com o aumento do nimero de casos de LV
em municipios da area peri-metropolitana de Natal (114). Por outro lado, casos de co-
infeccdo com HIV também passaram a ser observado entre nés (115).

Portanto, leishmaniose visceral vem sofrendo profundas modificacdes do ponto
de vista clinico-epidemioldgico mundialmente. Urbanizacédo foi descrita em diferentes
regides e também no Rio Grande do Norte o que vem influenciando sobremaneira no
comportamento clinico da doenca. Assim, o objetivo deste estudo é descrever 20 anos
de periurbanizacdo de LV no Rio Grande do Norte e demonstrar o impacto da
mudanca do perfil epidemiolégico da doenca no seu padrdo clinico ao relatar a

emergéncia de co-infec¢do HIV/Leishmania no estado.

13



I1. Objetivos

Objetivo Geral:

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento da Leishmaniose Visceral no Rio
Grande do Norte, no periodo de 1990-2009, e demonstrar a emergéncia da nova entidade

clinica “Co-infeccdo HIV/Leishmania” em areas periurbanas do estado.

Objetivos Especificos:

1. Caracterizar o processo de periurbanizacao da leishmaniose visceral no Rio Grande do Norte
- Seguimento de 20 anos.

2. Determinar a prevaléncia da infecgdo assintomatica por leishmania no RN.

3. Relatar série de casos de co-infeccdo HIV/Leishmania.
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I1l. PACIENTES E METODOLOGIA
1. Area de estudo
A érea de estudo englobou diversas cidades do estado do Rio Grande do Norte

com notificacdo de casos de LV, sendo a maioria da populacdo estudada residente nos

distritos Norte e Oeste de Natal e na area periurbana de Natal, incluindo principalmente

0s municipios de Macaiba, Parnamirim, Sdo Gongalo do Amarante, Nisia Floresta, S&o

José de Mipibu, Extremoz e Ceara Mirim. A figura 1 mostra as principais areas de

notificacdo de LV, destacando em vermelho as areas recentes de maior transmissao da

doenca.

2. Desenho do estudo

Estudo da demografia e da distribuicdo espacial da LV no Rio Grande do Norte.
Foi realizada uma analise evolutiva das caracteristicas demogréaficas e espaciais
da leishmaniose visceral no estado, no periodo de 1990 a 2009, a partir de dados
obtidos na Secretaria de Estado da Satde Publica.

Estudo coorte. No periodo de 1996 a 2009, foi realizado um estudo prospectivo
das familias residentes na area endémica para LV no estado do Rio Grande do
Norte, identificadas a partir de casos notificados a Secretaria Estadual de Saude
Publica, sendo estudados 2438 individuos.

Descricdo de série de casos de Co-infecgdo HIV/Ieishmania: S&o relatados 17
casos de LV em pacientes, co-infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana, internados no Hospital Giselda Trigueiro em Natal/RN, no periodo de
1990 a 20009.

Estudo da Sobreposicdo de areas de AIDS e LV no Rio Grande do Norte. Foi
realizada uma andlise comparativa da distribuicdo espacial da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS) e da leishmaniose visceral no RN,
no periodo de 2000 a 2007, a partir de dados obtidos na Sec.de Estado da Saude.

3. Considerac0es éticas

O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa

da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEP-UFRN) e pela comisséo nacional
de ética em pesquisa (CONEP), sob os nimeros, CEP-UFRN 19-01 e CONEP 4572 e,
CEP-UFRN 172-06 e CONEP 13.745. Todos os participantes do estudo ou o

representante legal assinaram termo de consentimento livre e esclarecido como parte do

protocolo citado acima.
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Transmissao Alta

C] Transmissao moderada
@ Transmissao esporadica
SUVAM/CPS/SESAP @ Sem transmissio

Figura 1. Mapa dos municipios do Rio Grande do Norte indicando por variacdo de
cor a taxa de transmissdéo de Leishmaniose Visceral (Fonte:
SUVAM/CPS/SESAP/RN).

16



4. Diagnostico de infecgdo por Leishmania.

A identificacdo de infecgdo por leishmania, na populacdo de area endémica (n =
2438), foi realizada por avaliacdo da resposta imune humoral (sorologia) e/ou celular
(teste de Montenegro) ao parasita. Nao foi possivel, em todas as analises estatisticas
utilizar o nimero total de individuos por diferentes motivos incluindo mudanca de
enderecgo, impossibilidade de coleta de amostra de sangue, de realizagdo ou de leitura do
teste de Montenegro, entre outras.

4.1. Diagnostico de infeccdo por Leishmania e de LV por sorologia (ELISA)
utilizando antigeno recombinante rK-39 e extrato soluvel de antigenos (SLA),
obtidos de promastigotas de Leishmania chagasi.

A deteccdo de anticorpos anti-leishmania no soro de pacientes com suspeita de
LV e individuos residentes na area endémica para LV foi realizada por ELISA,
utilizando antigenos solGveis de L. chagasi (116) e a proteina recombinante (rkK39)
(117). Os antigenos foram diluidos em tampéo carbonato (15mM) bicarbonato (28mM)
pH 9,6, sendo aplicados a micro placa (Falcon Probind, cat. n® 3915) e incubados por 18
horas, a 4°C. Ap6s a incubacdo, o excesso de antigeno foi removido por lavagem e o
tampdo de bloqueio (PBS/Tween20 1%) foi adicionado e mantido por 1 hora, a
temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada 4 vezes com PBS/Tween20 0,1%
e 0s soros dos pacientes e dos controles negativos, diluidos em PBS, foram aplicados nas
diluicdes de 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:10000, sendo incubados por 1 hora, a temperatura
ambiente. Subseqiientemente, procederam-se a remog¢do do soro e a lavagem dos pogos,
conforme descrito anteriormente. ApoOs esta etapa, 0 anticorpo secundario (conjugado
anti-lgG-peroxidase, diluido 1:4000, para o0 SLA) ou a proteina-A (marcada com
peroxidase, diluida 1:10000, para o antigeno rK39) foi adicionado e incubado por 1
hora. O excesso de anticorpo secundario foi, entdo, desprezado e a placa foi novamente
lavada, nas mesmas condicdes anteriores, para aplicacdo do substrato (peroxido de
hidrogénio), na presenca do cromogeno (ABTS, 0,001 mM) diluido em tampdo citrato
(29,3 mM)-fosfato (41,1 mM, pH 4.2); o qual, permaneceu por 1 hora, a temperatura
ambiente, quando a reacdo foi interrompida pela adicdo de SDS 5%. A intensidade da

cor desenvolvida é proporcional a quantidade de anticorpo presente na amostra. A

densidade o6ptica foi lida a 405nm (Titerteck Instruments, Inc., Huntsville, AL, EUA),

com posterior estabelecimento de um ponte de corte (0,145 para o SLA e 0,416 para o

rk39), que corresponde a média das absorbancias dos soros controles negativos na
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diluicdo 1:500 e 1:100 mais trés desvios padrdes para SLA e proteina rK39,
respectivamente.
4.2.Diagndstico de infecgdo por Leishmania utilizando o teste de hipersensibilidade
tardia (Teste de Montenegro).

A avaliacdo da imunidade celular especifica foi realizada utilizando-se antigeno
de leishmania gentilmente cedido pelo Centro de Producédo e Pesquisa de Imunobiologia
(CPPI, Secretaria de Saude de Estado do Parand, Curitiba/PR). Estes antigenos sdo
oriundos de uma preparacdo de Leishmania amazonensis e sdo 0s Unicos antigenos
disponiveis no Brasil e usados pelo Ministério da Satde. Apos assepsia local com alcool
a 70%, 100 pl de antigeno (25 pg de proteina), foi aplicado via intradérmica na face
externa do antebraco esquerdo. A leitura foi realizada 48- 72 horas apds a inoculacéo do
antigeno, sendo considerados positivos individuos cuja area de enduracdo foi > 5 mm.

5. Diagnostico de leishmaniose visceral.

Os individuos admitidos com suspeita clinica de LV, no hospital Giselda
Trigueiro, no hospital infantil Varela Santiago, no hospital Maria Alice Fernandes e no
hospital de pediatria da UFRN em Natal/RN e, no hospital Rafael Fernandes em
Mossor6/RN, apresentando febre, emagrecimento, hepatoesplenomegalia e hemograma
revelando anemia, leucopenia e plaquetopenia tiveram o diagnostico confirmado por
demonstracdo do parasita em exame direto e/ou cultura de aspirado de medula dssea e/ou
deteccdo de anticorpos anti-leishmania por sorologia. A técnica soroldgica utilizada foi
ELISA com antigeno sollvel de L. chagasi e antigeno recombinante rK-39, conforme
descrito acima.

6. Caracterizacéo de fendtipos

Com base em dados clinicos, soroldgicos e imunologicos, a populagdo estudada
foi caracterizada em quatro fenétipos, a saber:

1. LV: Paciente com LV sintomatica ou com histéria pregressa de LV.

2. DTH +: Individuo que apresentou auto-resolucdo da infeccdo, detectado por
positividade ao teste de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania, sem
histdria de tratamento para leishmaniose.

3. DTH-/Anticorpo +: Individuo com teste de hipersensibilidade tardia a antigenos
de leishmania negativo e sorologia positiva (presenca de anticorpo anti-
leishmania no soro). Este grupo de individuos provalvemente teve infeccédo

recente podendo evoluir para qualquer um dos fenétipos indicados (60;118;119)
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4. DTH-/Anticorpo-: Individuo residente na area endémica para LV, sem sinais de

infeccao.

7. Diagnéstico de HIV/AIDS

O diagnéstico de infeccdo por HIV foi realizado no laboratério central do estado
(LACEN/RN) utilizando-se deteccdo de anticorpos anti-HIV por ELISA com
confirmagdo por Western blot. Em alguns casos foi quantificada a carga viral, bem
como, os linfécitos T CD4 e CD8. O diagnoéstico de AIDS foi baseado nos critérios
adotados pelo Ministério da Satde do Brasil (CDC modificado e Rio de Janeiro-Caracas).
O MS considera como definicdo de caso de AIDS, em adolescentes e adultos, todo
individuo com idade >13 anos, com sorologia positiva para HIV e pontuacdo >10 em
uma escala de sinais, sintomas e condi¢cdes concomitantes associadas com AIDS

conforme consta na pagina (www.saude.gov.br) e descrito abaixo:

Sarcoma de Kaposi ou tuberculose disseminada = 10 pontos;
Candidiase oral ou tuberculose pulmonar ou disfuncdo do SNC = 05 pontos
Diarréia ou febre ou caquexia ou astenia ou anemia = 02 pontos
8. Seguimento clinico-laboratorial de casos de co-infeccdo HIV/Leishmania.
Parametros clinicos, de diagnostico e de terapéutica, bem como, dados de avaliacao
laboratorial inespecifica, dos pacientes com co-infeccdo HIV/Leishmania foram obtidos
dos prontuarios médicos, em visitas semanais, durante o periodo de internacéo e apos a
alta, no arquivo médico do hospital.
9. Andlise Estatistica
A incidéncia média anual de LV, por 100.000 habitantes, no periodo de k anos foi
calculada segundo a formula abaixo, para cada quingiénio e para todo o periodo de 20
anos (1990 — 2009).
R ..*
IC= 100000 DHEHE{{:,:’FE"{ Population,
Os calculos foram feitos por municipios e adicionados como atributos em um
mapa do estado do Rio Grande do Norte. Em seguida, mapas tematicos tipo box-plot
foram construidos para cada quinquénio usando o programa R version 2.9.0 — 2009-4-17

http://www.r-project.orq/;

Para estudar a associacdo entre a taxa de incidéncia de LV e o tamanho do
municipio, 0s 167 municipios do estado foram categorizados em quatro grupos segundo a

sua incidéncia média anual no periodo de estudo. Faixas foram determinadas de acordo
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com os percentis da distribuicdo da incidéncia para cada municipio do estado: (IC <1;
1<IC<2; 2<IC<5; 1C>5). A populagdo média no ano 2.000 foi calculada em cada um dos
grupos;

Clusters de municipios de alto risco foram detectados usando indicadores espaciais
de associacdo local e o diagrama de dispersdo de Moran (120) (Local Indicators of
Spatial Association — LISA and Moran scatterplot) (121). A primeira técnica consiste em
mapear o0 estado calculando para cada municipio um indice de associacdo espacial, o
indice de Moran. Considera-se a nivel local, o referido municipio e seus vizinhos,
avaliando-se a significancia do grau de similaridade entre eles em relacéo a incidéncia de
LV. A segunda técnica, Moran scatterplot, € uma ferramenta alternativa para mostrar a
associacdo espacial do fenébmeno estudado. Consiste em um scatterplot bidimensional,
tendo no eixo horizontal, os valores padronizados (valor da varidvel menos sua média
global dividida pelo desvio-padrdo) z referentes aos municipios e, no eixo vertical, a
média de seus municipios vizinhos wz. A idéia € comparar o valor da incidéncia de LV
observada em um municipio com a média dos municipios vizinhos. Os n pontos
correspondentes aos n municipios ficardo distribuidos nos quatros quadrantes definindo
clusters dos tipos High-High (quadrante 1), High-Low (quadrante 2), Low-Low
(quadrante 3) e Low-High (quadrante 4). Pontos afastados a mais de duas unidades da
origem sdo considerados discrepantes (outliers).

A associacdo entre a ocorréncia de LV e AIDS foi avaliada através do ajuste de
dois Modelos espacial autorregressivo misto (Spatial Autoregressive — SAR). O
primeiro considerando como resposta a incidéncia de LV ao nivel de municipio, no
periodo 2000-2007 e, como co-variavel a incidéncia de Aids no mesmo periodo. O
segundo, uma regressdo mdltipla, considerando a mesma variavel resposta, mas, ficando
a incidéncia de AIDS em trés diferentes periodos: 2000-2001, 2002-2004 e 2005-2007. O
modelo difere do modelo linear ordinario por considerar a associacao espacial entre as
observacdes ao nivel de municipio incorporando um termo auto-regressivo. Sua formula

é:
n K
Yi = pZWij Yi +in|ﬂ| + &
j=1 I=1
Onde y; € a incidéncia de LV no municipio i, p é o coeficiente espacial auto-regressivo,

w;; € um peso ponderando a proximidade entre os municipios i € j, x; € é a incidéncia de
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AIDS no municipio i e periodo j, Bi é a associagdo entre LV ¢ AIDS no periodole & €0
residuo aleatdério correspondente ao municipio ;. A hipdtese nula de que ndo existe
autocorrelacdo (associacdo espacial € Hy: p = 0, enquanto a hipdtese nula de que ndo
existe associacdo entre LV e AIDS no periodo | € Ho: By =0.

Gréficos estatisticos foram utilizados para uma visualizacdo dos resultados, M-L-
Chi-Square test foi aplicado para testar independéncia e homogeneidade de distribuigdes
de variaveis categorizadas e ANOVA One Way test e teste de Tukey HSD foram
aplicados na comparacdo de medias de variaveis continuas entre grupos independentes
(124).
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IV - RESULTADOS

1. Periurbanizagéo de leishmaniose visceral no Rio Grande do Norte

1.1. Caracteristicas demograficas da leishmaniose visceral no Rio Grande do
Norte

O Rio Grande do Norte registrou no periodo de 1990 a 2009, um total de 2836
casos de leishmaniose visceral (Tabela 1), com uma letalidade de 5,7%. Na mesma
tabela verifica-se que o nimero de casos em 1990 foi o triplo (n =97) do nimero de casos
do ano de 1989 (n =36) indicando surto. O padrdo epidémico foi mantido nos anos
seguintes com variacdo sazonal. A analise dos dados demogréaficos demonstra que de um
modo geral, a incidéncia em todo o periodo foi maior na faixa etaria de 1 a 5 anos, com a
maioria dos casos ocorrendo até os 10 anos de idade (Figura 2). Em relacdo ao sexo, no
mesmo periodo, a maioria dos casos ocorreu no sexo masculino (Figura 3).

Entretanto, quando analisados o sexo e a idade dos pacientes com LV a cada ano
observa-se que ha variacdo temporal, no que se refere a faixa etéaria. A série de Box-Plots
dos casos de LV mostrada na figura 4, considerando o periodo de 1990-2009 demonstra
gue 0s mesmos ndo mantém, uniformemente no tempo, a distribuicdo por faixa etaria
(p<0.0001). As hastes (Média + 1,96SE) dos Box-Plots representam o intervalo de
confianca para a idade média em cada ano, indicando diferenca significativa quando néo
se interceptam. Verifica-se que as médias nos ultimos trés anos sao significativamente
superiores as médias antes de 2001, ficando claro que a doenca passou a acometer com
maior intensidade pessoas adulta apds o ano 2000. O contrario ocorre com a distribuicdo
quanto ao sexo. A mesma é homogénea no tempo (p=0,0722) como demonstra o teste do
qui-quadrado aplicado as referidas médias e, apresentado na Tabela 2. O percentual de
pacientes do sexo masculino varia em torno de 64,84%.

A analise conjunta da distribuicdo do sexo e da idade no tempo demonstra que a
distribuicdo do sexo depende da idade, ou seja, o percentual de pacientes do sexo

masculino aumenta com a idade (p<0,0001), conforme mostrado na Tabela 3 e Figura 5.
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Tabela 1: Incidéncia anual de casos de LV no Rio Grande do Norte, no periodo

de 1990 a 20009.

ANO CASOS INCID/100.000
1989 36 1,55
1990 97 4,10
1991 226 9,36
1992 268 10,98
1993 143 5,71
1994 144 5,66
1995 105 4,07
1996 87 3,40
1997 116 4,47
1998 135 5,14
1999 295 11,11
2000 375 13,50
2001 192 6,82
2002 125 4,38
2003 93 3,22
2004 67 2,29
2005 60 2,00
2006 91 2,99
2007 65 2,11
2008 80 2,58
2009 72 2,29

Fonte: SUVAM/CPS/SESAP/RN
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Figura 2. Distribui¢do dos casos de LV no Rio Grande do Norte, no periodo de 1990-
2009, de acordo com a faixa etéria.
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Figura 3. Distribuicdo dos casos de LV no Rio Grande do Norte, no periodo de 1990-
2009, de acordo com a 0 sexo.
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Figura 4. Distribuicdo temporal dos casos de LV do RN, por faixa etéria, no periodo de
1990 a 20009.
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Tabela 2. Distribuicdo temporal do percentual de casos de LV do RN, por sexo, no
periodo de 1990 — 20009.

SEXO

FEM MASC Total
Ano (%) (%) (%)
1990 36,08 63,92 3,42
1991 38,94 61,06 7,97
1992 37,69 62,31 9,45
1993 37,76 62,24 5,04
1994 34,03 65,97 5,08
1995 38,10 61,90 3,70
1996 37,93 62,07 3,07
1997 49,14 50,86 4,09
1998 30,37 69,63 4,76
1999 36,95 63,05 10,40
2000 34,13 65,87 13,22
2001 27,08 72,92 6,77
2002 34,40 65,60 4,41
2003 27,96 72,04 3,28
2004 38,81 61,19 2,36
2005 23,33 76,67 2,12
2006 32,97 67,03 3,21
2007 36,92 63,08 2,29
2008 31,25 68,75 2,82
2009 30,56 69,44 2,54
Percentual 35,16 64,84 100,00

Fonte: SUVAM/CPS/SESAP/RN. Distribuicdo homogénea (P = 0.0722)
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Tabela 3. Percentual de casos de LV do RN no periodo de 1990 a 2009, de
acordo com o sexo e a faixa etaria.

FEM MAS Total
IDADE (%) (%) (%)
<10 44 53 55,47 57,99
10-20 28,37 71,63 12,75
20-30 23,61 76,39 10,92
>=30 16,41 83,59 18,34
Total 35,03 64,97 100,00
Fonte: SUVAM/CPS/SESAP/RN. p<0.0001
90 - 83,59
76,39
80 - 71,63
% 70 -
60 - 55,47
M 50 -
a 40 -
g 30 -
c 20
10 -
O T 1
<10 10-20 20-30 ~=30
IDADE

Figura 5. Percentual dos casos de LV do RN, no periodo de 1990 a 2009, de acordo com

a faixa etaria e sexo.

A analise da distribuicdo temporal dos casos de LV, no RN, entre 1990 a 2009,

ocorridos no sexo masculino mostrou que o percentual de pacientes do sexo masculino

evolui de forma estaciondria no tempo. Por outro lado, constata-se que a idade do
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paciente tem uma tendéncia crescente ao ponto da idade maxima, até o ano 2000, sendo a
idade minima superior ao referido ponto, a partir do ano 2007. Os dados acima sdo
mostrados na figura 6 e revelam uma diferenca estatisticamente significativa, ou seja, nos

ultimos 10 anos percebe-se mudanca na demografia da LV.
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Figura 6. Distribuicdo temporal, no periodo de 1990 a 2009, do percentual de casos de
LV do RN, no sexo masculino indicando linhas de idades média, minima e
méaxima de todos os casos do estado, no mesmo periodo.

1.2. Caracteristicas espaciais da LV no Rio Grande do Norte

1.2.1. Evolugdo da LV no periodo de 1990-2009.

A leishmaniose visceral (LV) era uma doenca de ocorréncia rara no Rio Grande
do Norte, restrita a areas rurais. No entanto, a partir do final da década de 80 houve um
aumento de notificacdo dos casos LV. No grafico mostrado na Figura 7 fica evidente que
a distribuicdo dos casos do estado, no periodo de 1990 a 2009 ocorre de modo ciclico
com picos de maior notificacdo a cada oito anos. Por outro lado, o grafico mostrado na
Figura 8 mostra que a maioria destes casos é originadria da area perimetropolitana de
Natal, indicando as cidades que relataram 80% do total de casos de LV no Rio Grande do
Norte, naquele periodo. Pode-se observar que apenas seis municipios (Natal, Parnamirim,
Mossor0, Macaiba, Sdo Gongalo do Amarante e Ceara-Mirim) notificaram 60% do total
dos casos de LV do estado.
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Figura 7. Distribuicdo anual de casos de leishmaniose visceral do Rio Grande do Norte e
incidéncia média anual por 100.000 hab. no periodo1989-2009.
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Figura 8. Distribuicdo dos casos de LV do RN, por municipio, em ordem decrescente de
ocorréncia e percentual acumulado, incluindo 80% da totalidade de casos do
estado, no periodo de 1990 a 2009.

A Anélise evolutiva da distribuicdo espacial da LV no RN, no periodo de 1990 a
2009 foi realizada com base na taxa média anual de incidéncia de LV, por 100.000
habitantes. A referida taxa foi calculada para os diversos municipios do estado, sendo os
casos agregados temporalmente por quingiénios no periodo estudado. Mapas tematicos,
um para cada quinquénio, da taxa de LV em todos os municipios sd0 mostrados na
Figura 9 demonstrando sua variagdo espacial no tempo. No primeiro quinglénio, que
corresponde aos anos de 1990 a 1994, percebem-se fortes manchas com taxas de LV
acima de 12/100.000 nas regides leste e oeste (“tromba do elefante”). Ao longo do tempo,
nos dois quinquénios seguintes, as manchas da zona leste sofrem um aumento em seu
raio de acdo com variacOes na intensidade da doenca e verifica-se maior concentracdo de
casos na “tromba do elefante”, principalmente, no quinqiénio 2000 — 2004,
correspondendo ao pico da epidemia naquela area. No ultimo quingiénio, 2005 — 2009,
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as manchas da regido leste tornaram-se mais suaves, contudo, observa-se um

agravamento da situacdo na regido Mossoro. A taxa de Mossoro é crescente aumentando

bastante a partir do quarto quinquénio, sendo observado claramente pelo aumento da

gradacéo da cor.
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Figura 9. Mapas da taxa de incidéncia de LV, considerando o numero total de casos

notificados no estado do Rio Grande do Norte, por quinguénio (Box-plot).
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1.2.2. Relagéo incidéncia de LV e tamanho do municipio

A andlise da incidéncia média anual de LV no RN, no periodo de 1990 a 2009,

nos diferentes municipios, classificados conforme a populacdo média do ano de 2000

indica que a taxa de incidéncia cresce, claramente, com o aumento da populacdo do

municipio como pode ser visto na Tabela 4 e Figura 10. Os dados sugerem que LV

tende a se instalar nos municipios de maior porte e, portanto, nas areas mais urbanas do

estado. Nesta analise foi excluida a cidade de Natal que tem uma populacdo bem superior

as demais. Entretanto, para demonstrar a hipotese de alta incidéncia em areas urbanas, a

idéia é mais complexa, tornando-se necessaria uma agregagdo dentro do municipio

incluindo as zonas, rural e urbana, principalmente, considerando que a doenca ocorre

mais nas areas periurbanas destas cidades, em areas de ocupacao recente.

Tabela 4. Taxa de incidéncia de LV do RN, em municipios de diferentes portes, no

periodo de 1990 a 2009.

Incidéncia Média Anual de LV no
periodo 1990 — 2009

Populacdo média no ano 2000

<=1,0 8.623

1,0-2,0 10.175
2,0-4,75 11.042
475 - 22,0 21.440
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Figura 10. Incidéncia média anual de LV, no periodo 1990 — 2009, de acordo com a
populacdo média do municipio no ano 2000.

A avaliacdo da evolucdo temporal, por quinguénios, do percentual de municipios
do RN, divididos por taxas de incidéncia de LV (zero, 1, 2 e 5/100.000 hab) no periodo
de 1990 a 2009 demonstrou que nos trés primeiros quingidénios ha aumento gradativo no
percentual de municipios afetados, seguido de reducdo no ultimo quinqiénio. Como
mostrado na Figura 11. Os dados refletem a diminuicdo de casos da regido leste
observada anteriormente podendo esta relacionada apenas a sazonalidade natural da

doenca.
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Figura 11. Percentual de municipios do RN com incidéncia de LV por/100.000 hab (A)
maior que zero, (B) maior que 1, (C) maior que 2 e (D) maior que 5, segundo o
quinqguénio.

1.2.3. Detecgao de conglomerados de Leishmaniose visceral (clusters).

Foi analisado o padrdo de distribuicdo da LV no estado do Rio Grande do Norte
considerando a influéncia que um municipio pode apresentar no seu vizinho mais
proximo. Os municipios em preto ou cinza escuro, mostrados na Figura 12, sdo aqueles
que apresentam uma associagdo significativa com 0s seus vizinhos, ou seja, demonstram
similaridades. Estes podem ser de alto (high-high) ou baixo (low-low) risco, como

também podem ser outliers (high-low ou low-high). Aqueles que estdo, além de duas
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unidades dos eixos x-y, no primeiro quadrante (high-high), fazem parte de clusters de alto
risco.

A Tabela 5 mostra a lista dos municipios com as respectivas incidéncias de LV.
Nesta analise foi excluido o municipio de Mossoro, em virtude de sua area geogréafica ser
grande e da inexisténcia de municipios nos arredores do mesmo notificando casos de LV,
no entanto, é claro o aumento significativo dos casos de LV em Mossord conforme

mostrado na Figura 13.
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Figura 12. Agregados (clusters) de municipios detectados pelo método de Indicadores de
Associacao Espacial Local — LISA e scatterplot de Moran indicando municipios
com alta associacéo espacial.
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Tabela 5 — Municipios do RN com associacdo espacial local significativa (p<0.01
formando dois clusters de LV no estado (areas pretas no mapa de p:

valores).
Municipio ORDEM | Pop_2000 Incidencia
média
Cluster litoral leste
Pureza 129 6963 22
Extremoz 156 19572 22
Maxaranguape 146 8001 21
Macaiba 141 54883 15
Séo José de Mipibu 152 34912 12
Nisia Floresta 163 19040 12
Touros 123 27879 11
lelmo Marinho 138 10249 10
Ceara-Mirim 144 62424 9
Jodo Camara 112 29248 9
S&o Gongalo do Amarante 147 69435 9
Parnamirim 158 124690 9
Rio do Fogo 148 9217 8
Cluster regido oeste
Riacho da Cruz 27 2667 20
Portalegre 22 6746 18
Vigosa 29 1521 9
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Figura 13. Incidéncia anual de LV nos municipios de Natal e Mossord, no periodo 1990-
20009.

2. Prevaléncia da infec¢do assintomatica por Leishmania

Foram estudadas 380 familias com LV de diversas localidades do estado do Rio
Grande do Norte. Os dados coletados incluiram historia clinica, dados sobre o
parentesco e exame fisico. Para detectar infec¢do por leishmania nesta populagédo foi
realizada avaliacdo da imunidade celular (DTH), em 2050 individuos e da imunidade
humoral (sorologia) em 2035. Os individuos foram grupados em quatro categorias, aqui
denominados de fenétipos 1, 2, 3 e 4, caracterizados conforme descrito em métodos e

mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Distribuigdo dos fen6tipos de infecgdo por Leishmania em areas endémicas do
RN, de acordo com a presenca de anticorpo anti-SLA e resposta ao teste de
Montenegro (DTH).

Fenotipo
LV DTH+ AC+ DTH-, AC- | Total
AC anti-SLA n % n % n % N % N %
Negativo 126 42,4 | 680 |89,7 |0 0 917 | 100 |1723 | 84,0
Positivo 171 576 |78 |10,3 |78 |100 |0 0 323 | 16,0
Total 297 145 | 758 | 37,0 |78 (3,8 |917 |44,7 |2050 | 100

M-L-quisquare (qui-quadrado 892.0182, GL=3; p<0.0001)

Montenegro n % n % n % N % n %

Negativo 127 490 |0 0 78 |100 |920 |100 | 1125 |55,3
Positivo 132 51,0 | 778 | 100 |O 0 0 0 910 | 44,7
Total 259 12,7 | 778 38,2 |78 |3,8 |920 |452 |2035 | 100

M-L-qui-quadrado (qui-quadrado 2439,398.0182, GL=3; p<0.0001)

2.1. Avaliagdo da Imunidade Celular - DTH.

Dos 2037 individuos com dados sobre a resposta DTH, o tamanho médio da
enduracdo foi de 5,7 mm (SD %7,9). Os individuos com LV, pds-tratamento, (fenétipo 1)
apresentam uma meédia de 7,1 e aqueles com fendtipo 2 (DTH+) apresentam uma média
de enduracdo de 13,3 mm, demonstrando uma assimetria positiva na resposta DTH.
(Tabela 7). Estes resultados confirmam a classificagdo dos nossos grupos fenédtipos. Os

individuos que eram soropositivos (n=7) e que desenvolveram leishmaniose visceral, o

38



fizeram dentro de um periodo de 1 ano apds a realizacdo da avaliacdo inicial.
Seguimentos realizados subsequentemente mostraram que os individuos que
apresentaram uma resposta DTH positiva ndo desenvolveram LV. Estes estudos de
seguimento foram realizados em média 5 anos apo6s a avaliacdo inicial (dados néo

mostrados), indicando, assim, que a resposta DTH positiva € um bom marcador de

resisténcia a desenvolver LV.

Tabela 7. Média da enduracdo (mm) do DTH considerando os fenotipos.

. DTH mm

Fenotipo i i i
Média n SE Min Max | Q25| Median Q75
LV 7,08 242 | 0,508/ 0,000 | 31,00| 0,000; 5,00 | 13,00
DTH+ 13,34 742 | 0,272 5,000 | 45,00 7,000; 11,50| 18,00
DTH-Elisa+ 0,24 76 0,106/ 0,000 | 4,00 | 0,000f 0,00 | 0,00
DTH-Elisa- 0,37 977 | 0,034 0,000 | 4,00 | 0,000[ 0,00 | 0,00

Todos 0s grupos 5,89 2037 | 0,177 0,000 | 45,00

Quando avaliado o DTH em familias com e sem casos de LV nota-se, como
mostrado na Tabela 8, que a média da enduracdo do DTH nas familias com casos foi de
7,18 mm % 0,37 mm, comparado com 4.46 mm £ 0.31 mm em familias sem LV (p<
0,0001; teste T). A significancia dos resultados foi mantida quando se levou em

consideracdo o nimero de familiares avaliados.

Tabela 8. Média da enduracdo (mm) do DTH, em familias com e sem LV.

Teste de Montenegro Familias p-valor

LV Sem LV

mm (> 5 mm) 7,26 £0.37 mm 4,46 £0.31 mm | P<0,0001

Média (considerando o| 7,65 _+£0.73mm | 4,84 +0.51 mm | P<0,005
nimero de individuos por
familia)

A avaliacdo do DTH em individuos de uma mesma familia demonstrou que o
teste correlaciona-se com o grau de parentesco, conforme mostrado na Tabela 9.

Verifica-se que individuos com parentesco em primeiro grau tinham um coeficiente de
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correlacdo maior (pais-filhos; irméos, respectivamente 0,35 e 0,46) do que parentes mais
distantes. Em individuos com parentesco em segundo grau, como avés-netos o
coeficiente de correlacgdo foi de 0,17 e parentes em terceiro grau, como primos tinham um
coeficiente de correlacdo, ainda menor de 0,11. Estes achados sdo consistentes com um

potencial controle genético deste fendtipo.

Tabela 9. Coeficiente de correlacdo observado quando considerado a concordancia entre
o teste de Montenegro (DTH) e o parentesco.

Parentesco
Fatores :
_ o Av0s- Tios- _
considerados Esposos | Pai-Filho | Irmé&os _ Primos
netos sobrinhos
Pares 140 691 524 257 399 319
Coeficiente de
0,17 0,35 0,46 0,17 0,18 0,11
correlagédo

A distribuicdo % acumulada da varidvel DTH na populagdo estudada é
apresentada na Figura 14. Nela observa-se que 64% dos individuos ttm DTH menor ou
igual a 5 mm. A medida que se aumenta 0 DTH no eixo x, a proporc¢do de individuos
tende para 100%, por exemplo, observa-se que 99% dos individuos ttm DTH menor ou
igual a 30 mm. O percentual de individuos com DTH entre 10 e 20 mm pode ser
estimado por 95-78=13%.
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Figura 14. Distribuicdo percentual acumulada do DTH na populagdo da area endemica
para LV no RN.

A anélise estatistica utilizando-se o teste ANOVA, do DTH em familias da area
endémica, divididas em 4 grupos, considerando o percentual de membros da familia com
historia de LV identificou que a média de enduracdo aumenta com a incidéncia de LV na
familia (p<0,0001), conforme apresentado na Tabela 10. O teste de comparacdo multipla
HSD de Tukey realizado para detalhar as diferencas existentes entre a enduracdo média
dos quatro grupos dessas familias revelou que o resultado quantitativo do teste de
Montenegro (mm de enduracdo), € influenciado pela frequéncia de casos familia LV,
(p<0,0001) mostrando que a média em familias sem LV (4.70) é significativamente
menor que em familias com 10 a 20% de incidéncia (6.99) ou em familias com mais de
20% (7.15) de casos de LV. Por outro lado, a média em familias com (0 a 10%) de casos
de LV, (4.91) é significativamente menor que em familias com mais de 10% (6.99 ou
7.15), (Tabela 11, Figura 15).
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Tabela 10. Anéalise do DTH em familias residentes em areas do RN, endémicas para LV,
considerando o percentual de membros da familia com histéria de LV.

% dos membros da familig Média do DTH (mmn Desvio Padrdo | N %
com historia de LV enduracéo)
0 4,7 7,7 372 |18.0
0-10% 4,9 6,9 583 |28.2
10-20 % 6,9 8,4 744 | 35.9
+ 20 7,1 8,2 371 | 179
Total 6,0 7,9 2070 | 100.0
p<0,0001

Tabela 11. Analise comparativa ) do DTH em familias residentes em areas endémicas
para LV do RN, considerando o percentual dos parentes com historia de LV.

Grupos

Percentual dos membros ds

) o 1 2 3 4
familia com historia de LV
Grupo 1 =0 caso de LV 0,983910 | 0,000490 0,000148
Grupo 2 =0-10% de LV 0,983910 0,000050 0,000674
Grupo 3 =10-20 % 0,000490 0,000050 0,992079
Grupo 4 =+ 20 0,00148 0,000674 | 0,992079

(*) Os valores do Teste T de comparagdo multipla HSD de Tukey. Determina dois

grupos distintos: {1, 2} e {3,4}.
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Figura 15. Enduracdo média e intervalo de confianca segundo a taxa de incidéncia de LV

na familia.

2.2. Avaliagdo da imunidade humoral - Pesquisa de anticorpo anti-Leishmania

A andlise da infeccdo por leishmania, detectada por sorologia, em 2264

individuos pertencentes as familias residentes em area endémica demonstrou que existe

significativa associacdo entre o percentual de anticorpo positivo e a taxa de incidéncia de
LV na familia (Tabela 12).

Tabela 12. Prevaléncia de anticorpo segundo a incidéncia de LV na familia.

Frequéncia de casos de LV em familias

Anticorpo 04 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total

SLA N (%) N % n % n % n %
Negativo 332 (89,0) | 562 |(88,8) | 696 |853 |324 |733 |1914|855
Positivo 41 (11,00 |71 11,2 120 | 14,7 | 118 | 26,7 | 350 | 15,5
Total 373 (16,5) | 633 | 28,0 816 |36,0 | 442 |19,5 | 2264 | 100

M-L-qui-quadrado (qui-quadrado 52.6, df=3, p<0.0001)
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Quando analisada a taxa de infec¢cdo considerando a positividade ao DTH e ao

anticorpo anti-leishmania, verifica-se também que a positividade cresce com a incidéncia

familiar (Tabela 13).

Tabela 13. Taxa de infeccdo por Leishmania, considerando DTH e Anticorpo, segundo a
incidéncia de casos de LV na familia.

Frequéncia de casos de LV em familias

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
Infecgéo por n (%) | n % n % N [ % |N
Leishmania*
Negativo 215 | 59,2 | 303 |51,8 |297 | 39,3 |108 |26,0 |923 |435
Positivo 148 | 40,8 | 282 |48,2 |459 |60,7 308 | 74,0 | 1197 | 54,5
Total 363 17,1 | 585 | 27,6 |756 |35,7 |416 | 19,6 | 2120 | 100

M-L Chi square (Chi square 112,9, df=3, p<0.0001)

Analisando-se a infeccdo por Leishmania, por sorologia, em relacdo ao sexo

observa-se, conforme mostrado na Tabela 14, que existe associacdo entre presenca de

anticorpo e sexo, sendo maior no sexo masculino, possivelmente, devido ao maior

namero de casos de LV no sexo masculino. Por sua vez, ndo existe diferenca com relacdo

ao numero de positividade ao teste de Montenegro quando o sexo € considerado.

A avaliacdo de infeccdo por leishmania, considerando-se a faixa etaria, como

mostrado na Tabela 15, demonstra que existe associacdo decrescente entre anticorpo e

idade, observando-se maior numero de individuos com presenca de anticorpos abaixo de

10 anos, provavelmente, devido o nimero de casos de LV nesta faixa etaria ser maior. Ao

contrério, os dados indicam uma associagao crescente entre DTH e idade, denotando um

efeito cumulativo das re-exposicBes ao patdégeno na resposta imune celular.
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Tabela 14. Taxa de infecgcdo por Leishmania, considerando DTH e Anticorpo, segundo o
sexo dos individuos.

Masculino Feminino Total

Anticorpo anti-SLA N % N % N %
Negativo 851 82,8 1063 86,0 1914 | 85,5
Positivo 177 17,2 173 14,0 350 15,5
Total 1028 45,4 1236 54,6 2264 100
M-L-chi square (chi-square 4,439166, df=1; p=0,03513)

Montenegro N % N % N %
Negativo 514 54,6 646 57,2 1160 56,0
Positivo 427 45,4 483 42,8 910 44,0
Total 941 45,5 1129 54,5 2070 100
M-L-chi square (chi-square 1,403661, df=1; p=0,23611)

Estudos de associacdo entre a resposta ao anticorpo e ao DTH, ndo revelaram
associacdo no que se refere ao sexo. Por sua vez, conforme mostrado na Tabela 16, os
mesmos estudos quando realizados em relacdo a idade demonstram que acima dos 40
anos, a taxa de individuos anticorpo positivo e o dobro naqueles DTH negativos.. Este

dado pode significar um risco potencial desses individuos desenvolverem doenca.
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Tabela 15. Taxa de infec¢do por leishmania considerando-se Ac e DTH segundo a faixa

etaria.
Faixa etaria (anos)

Infeccédo por 0-9 10-19 20-39 + 40 Total
Leishmania

n % n % n % n %
AC anti-SLA
Negativo 527 | 78,2 | 444 |87,6 [590 |86,8 |349 |87,7 | 1910
Positivo 147 | 21,8 | 63 12,4 | 90 132 |49 |12,3 | 349
Total 674 | 29,8 | 507 |22,4 680 |30,1 |398 |17,6 | 2249
Montenegro
Negativo 466 | 73,7 | 261 |552 (282 |47,3 [150 | 40,9 | 1159
Positivo 166 | 26,3 | 212 |44,8 | 314 |56,7 | 217 |59,1 |909
Total 632 | 30,6 | 473 [22,9 |596 |28,8 |367 |17,6 | 2068

Tabela 16. Comparacdo entre positividade ao anticorpo e ao DTH em individuos acima
de 40 anos residentes na area endémica para LV no RN.

Anticorpo antii DTH Negativo DTH Positivo Total
Leishmania
N % N % N %
1
AC Negativo 123 83,11 95 91,12 318 87,85
AC positivo 25 16,89 19 8,88 44 12,15
Total 148 40,88 214 59,12 362 100

M-L-Chi square (Chi-square 5,1641 df=1; p=0,00001)
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3. A emergéncia de co-infecgdo HIV/AIDS e LV no Rio Grande do Norte

3.1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais da co-infeccéo
HIV/leishmania no Rio Grande do Norte.

Dezessete casos de co-infeccdo HIV/leishmania foram notificados no Rio Grande
do Norte entre 1990 e 2008. Todos 0s 17 pacientes apresentavam os critérios de AIDS do
Ministério da Saude, conforme descrito em metodologia. O primeiro caso ocorreu em
1990 e os demais entre 1995 e 2008. Infeccdo por HIV foi atribuida a transmissao sexual
em todos os casos, mas, uso de drogas ilicitas via intravenosa ndo pode ser descartado.
Dados demogréficos, achados clinicos e laboratoriais, bem como, dados da evolugédo
clinica estdo apresentados nas Tabelas 17 e 18 e descritos abaixo.

A meédia de idade dos pacientes com co-infeccdo HIV/leishmania foi de 37.3
(£6.6) anos; 15 de 17 eram homens (Tabela 17). Febre, hepatomegalia, esplenomegalia,
anemia e leucopenia foram os achados clinicos e do hemograma, a admissdo, na maioria
dos pacientes (Tabela 18). O diagnéstico de HIV/AIDS e de LV foi feito
simultaneamente em 7 casos; o diagndstico de HIV precedeu o de LV em 7 casos; € 0
diagndstico de LV precedeu o de HIV em 3 casos (Tabela 18). Em pessoas que foram
diagnosticadas inicialmente com LV, o diagndstico de infeccdo por HIV ocorreu em 1.6
+ 0.5 (S.D.) anos. Aqueles com diagnostico inicial de HIV/AIDS desenvolveram LV em
3.4 anos = 1.7 (S.D).

Para demonstrar o risco potencial de sobreposicdo de LV e HIV/AIDS no estado
foram avaliadas a incidéncia anual, por 100.000 habitantes, de LV e AIDS, no periodo de
2000 a 2007, bem como, a prevaléncia, no mesmo periodo, de HIV, em doadores testados
em dois principais bancos de sangue do estado, totalizando 37,000 doadores. A Figura
15 demonstra que a prevaléncia de HIV em doadores de sangue e a incidéncia de AIDS
foram relativamente estaveis naquele periodo. A mesma figura revela que a incidéncia
global de LV diminuiu apds o ano 2000. A distribuicdo quanto ao sexo e idade, de todos
0s casos de LV no Rio Grande do Norte, foi mostrada anteriormente (Figuras 2 a 5).
Aproximadamente 60% dos casos ocorreram em criancas abaixo de 10 anos. Nesta faixa
etaria, homens e mulheres foram igualmente afetados. Nas demais faixas etarias a

proporcdo homem/mulher foi de 5 para 1.
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Tabela 17: Dados demogréficos, clinicos, laboratoriais e de evolugéo clinica de pacientes com co-infec¢do HIV/leishmania.

Aspirado

Paciente Idade Sexo de g::aula An t'iA-\gL Al An t'IA‘ %39 HAART C(é:IBIfs Cargaviral| LV prévia obito | Recorréncig
1 43 M + + + + 61 480 + - +
2 29 M + - - - 14 4,300,000 - - -
3 41 M - + + + 179 30,0000 - - -
4 53 M + + + + 14 300,0000 + - -
5 32 M + + + - NA3 Nd + + -
6 42 M + - + - 31 151,236 - + -
7 46 M NA + + + 60 <Min Limit! + - +
8 32 F + - + - 38 >Max Limit® - - -
9 33 M + + + - 140 NA - ) :
10 32 M - + + - 249 69 + - +
11 32 M + + + + 96 >Max Limit? + + +
12 35 M + - - + 31 Nd + } -
13 33 M Sugestivo + + - 297 52,000 - - +
14 32 M + + + - NA 3 NA - + -
15 35 M + - - - 58 99,000 - - -
16 43 M + + + + 2 NA - ) )
17 41 F + - + - 25 NA - - +

NA = Dados ndo disponiveis.
HAART: Terapia Antiretroviral altamente Ativa na admisséo;

Ac Anti-SLA: anticorpo anti-antigeno soltvel de Leishmania; Ac Anti-rk39 anticorpo Anti- antigeno recombinante rk39: .
! Menos que 50 cépias; 2 Mais que 5,000,000 copias. > Morte ocorreu em poucos dias.
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Tabela 18: Apresentacdo clinica de pacientes com co-infecao HIV/leishmania a admisséo.

Paciente | Febre Perda de Ictericia | Diagndstico de| Sangra- Diarréia | Figado| Baco Hb Leuco| Plaquetas | Albumina Globulina
peso LV/HIV Mento (cm) (cm) | (g/idL)| (x10% (x10%) | (g/dL) (g/dL)
1 + + - concomitante - + 6 15 7.9 1.6 177 2,71 7.21
2 + + - concomitante - - 0 0 115 3.1 130 2.67 4.83
3 + - - concomitante - - 7 55 11.9 25 132 NA NA
4 - + - LV apds HIV - + 8 0 7.3 12 122 21 6.9
5 + + - LV antes HIV + + 10 15 7.1 2.2 55 2 54
6 - + + concomitante - + 6 6 10,8 6.2 277 NA NA
7 + + - LV ap6s HIV - + 9 6 79 1.6 97 NA NA
8 + + - LV apds HIV + - 7 -7 6.4 3.8 374 2,5 3.3
9 + + - concomitant - + 3 4 8.7 35 137 3 6.8
10 - + - LV antes HIV + + 6 8 8.4 14 213 15 6.4
11 + + - LV antes HIV - - 12 12 10.1 1.0 88 43 25
12 + + - LV ap6s HIV - - 4 5 8.3 15 220 4 15
13 + + - concomitante + - 5 7 10.2 2.7 91 34 4.6
14 + + + LV ap6s HIV - - 10 5 8.3 17 139 17 5.6
15 + + - LV ap6s HIV - - 0 0 11.8 7.8 245 NA NA
16 + + - LV ap6s HIV - - 3 5 7.5 14 118 NA NA
17 + - - concomitante + - 0 2 9 3.7 199 3.6 4.9

NA = dados ndo disponiveis
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Figura 16. Incidéncia de LV (quadrados) e de AIDS (pontos), por 100.000 habitantes, no
RN, no periodo de 2000 a 2007. Os triangulos mostram o percentual de
doadores de sangue HIV positivos testados no mesmo periodo.

3.1.2. Anélise comparativa entre casos de LV em pacientes HIV positivos e
negativos

Dois grupos, cada um deles com 17 pacientes com diagnostico de LV, sendo um
grupo de pacientes HIV positivos e o outro de pacientes HIV negativos, pareados por sexo
e idade foram comparados quanto aos aspectos demogréaficos, clinicos e laboratoriais. Os
achados clinicos a admissdo foram semelhantes entre os dois grupos (Tabela 19), mas, 0s
achados laboratoriais em pacientes com co-infecgdo HIV-leishmania diferiram em varios
aspectos, daqueles observados para pacientes adultos de mesma idade com LV apenas
(Tabela 20). Pacientes com co-infec¢do HIV/leishmania tiveram uma média de contagem

de células CD4 de 86 células/mm? (variando de 2 a 297 células/mm?®) comparado com a

Tabela 19: AlteracBes clinicas e laboratoriais a admissdo, de pacientes HIV positivos e de
pacientes HIV negativos, com LV, pareados por sexo e faixa etaria.
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Sintomas de LV e Presenca ou auséncia HIV + HIV - Valor p
alteracdes laborat. (n=17, %) (n=17
Febre Presente 14 (82,4) 16 (94,1) 0,301
Ausente 3(17,6) 1(5,9)
NA 0(0) 0(0)
Perda de peso Presente 15 (88,2) 14 (82,3) 0,742
Ausente 1(5,9) 1(5,9)
NA 1(5,9) 2(11,8)
Palidez Presente 15 (88,2) 17 (100) 0,242
Ausente 2(11,8) 0(0)
NA 0(0) 0(0)
Aumento de abdomen Presente 10 (58,8) 8 (47,06) 0,347
Ausente 4 (35,3) 6 (35,29)
NA 1(5,9) 3(17,65)
Dor abdominal Presente 7 (43,8) 12 (70,58) 0,074
Ausente 9 (56,3) 4 (23,53)
NA 1(5,9) 1(5,9)
Ictericia Presente 2(11,8) 3 (17,65) 0,470
Ausente 15 (88,2) 13 (76,47)
NA 0(0) 1(5,9)
Sangramento Presente 5(29,4) 3(17,6) 0,344
Ausente 12 (70,6) 14 (82,4)
NA 0(0) 0
Diarréia Presente 7(41,2) 5 (29,41) 0,360
Ausente 10 (58,8) 12 (70,59)
NA 0(0) 0 (0)
Hepatomegalia Presente 14 (82,4) 17 (94,4) 0,114
Ausente 3(17,6) 0(0)
NA 0(0) 0 (0)
Esplenomegalia Presente 13 (76,5) 15 (88,2) 0,125
Ausente 3(17,6) 0(0)
NA 1(59) 2(11,8)
Anemia Presente 16 (94,1) 17 (100) -
Ausente 0(0) 0(0)
NA 1(5,9) 0 (0)
Leucopenia Presente 15 (88,2) 15 (88,2) 0,274
Ausente 2(11,8) 0(0)
NA 0(0) 2(11,8)
Plagquetopenia Presente 10 (58,8) 10 (58,82) 0,556
Ausente 7(41,2) 6 (35,29)
NA 0(0) 1(5,9)
Pancitopenia Presente 9 (52,9) 10 (58,82) 0,500
Ausente 7(41,2) 6 (35,29)
NA 1(5,9) 1(5,9)

51




média de 1.257 células/mm?® naqueles com LV apenas (dados ndo mostrados). Pacientes
co-infectados tinham titulos de anticorpos anti-leishmania mais baixos do que aqueles com
LV somente, conforme mensurado por ELISA usando extrato solivel de leishmania (SLA)
(p<0.01) e antigeno recombinante rK39 (p = 0.03). Seis pacientes co-infectados néo
tinham titulos detectaveis de anticorpos. Nestes casos o diagndéstico de LV foi confirmado
por positividade no exame direto, em aspirado de medula 0ssea.

Pacientes co-infectados receberam profilaxia com anfotericina B mensalmente,
mas, recaidas ocorreram a despeito da mesma. O percentual de recaidas foi mais alto no
grupo de co-infectados, seis de 17 pacientes recairam apds terapéutica bem sucedida para
LV (Tabela 20). A média de anos de ocorréncia de recaidas de LV foi de 1.42 +1.16 anos
(variando de 4 meses a 5 anos) apos Ultimo tratamento para LV. Todos os pacientes com
HIV/AIDS receberam HAART, mas a adeséo ao tratamento variou. A mortalidade entre os
co-infectados foi de 23.4% (4 de 17). Os sinais clinicos associados com morte foram
ictericia em 50% versus 0% naqueles que sobreviveram (p = 0.044) e aumento do tamanho
do figado foi de 9.5 + 2.5 cm abaixo do gradil costal direito naqueles que morreram versus
4.5 + 4.8 cm nos que sobreviveram (p = 0.01) (Tabela 20).
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Tabela 20: Caracteristicas demogréaficas e laboratoriais, de pacientes HIV positivos e

negativos, com LV, pareados por sexo e faixa etéria.

HIV + HIV - p value (M-L-chi
(n=17) (%) (n=17) (%) square)
Idade (mean and SD) 37.3 (x6.6) 38.2 (x16.5) 0.840
Sexo
Masculino 15 (88.2) 16 (94.1) 0.5419
Feminino 2(11.8) 1(5.9)
Passado de LV
Sim 7 (41.9) 2 (11.8) 0.0469
N3o 10 (58.8) 15 (88.2)
Aspirado de medula 6ssea
Positivo 15(88.2) 13 (76.5) 0.0364
Negativo 2(11.8) 4 (23.5)
AC Anti-SLA
Positivo 11 (64.7) 17 (100) 0.0019
Negativo 6 (35.3) 0(0)
AC Anti-rk39
Positivo 14 (82.4.9) 17 (100) 0.0349
Negativo 3(17.6) 0 (0)
Obito
Sim 4 (23.5) 0(0) 0.01367
NZo 13 (76.5) 17 (100)
Recaida
Sim 9 (52.9) 2 (11.8) 0.0082
Néo 8 (47.1) 15 (88.2)
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3.2. Distribuicéo espacial da co-infeccdo HIV/leishmania no Rio Grande do
Norte

As taxas de incidéncia de LV e HIV/ AIDS no Rio Grande do Norte entre 2000 e
2007 sao mostrados na Figura 16. As areas geograficas reportando sobreposicdo de
HIV/AIDS e VL sdo mostradas na mesma figura. Ambas as doencas ocorreram, mais
freqlientemente, em municipios maiores. A incidéncia de LV foi >12 casos por 100.000
habitantes no litoral leste e na regido oeste do estado. No mesmo periodo, a prevaléncia de
AIDS foi de 15 casos por 100.000 habitantes nas mesmas regides.

Os mapas apresentados na Figura 16 revelam que as distribuicdes espaciais de LV
e de AIDS, no periodo de 2000 a 2007, apresentam certa similaridade no estado (ver mapa
abaixo). Entretanto, um modelo de regresséo espacial simples entre as duas doencas, entre
2000 e 2007, ndo revelou associacdo entre elas (p=0.3168), provavelmente, devido o
pequeno numero de individuos com co-infeccdo. Um modelo de regressdao mudltipla
também ndo mostrou associacdo significativa entre a incidéncia de LV no periodo 2000-
2007 e a incidéncia de AIDS nos trés triénios, Tabela 21. Contudo, ambos os modelos
confirmam associacdo espacial de LV no estado (coeficiente de W_ILV_00 07 com p <
0,0001), conforme apresentado anteriormente para o periodo de 1990 a 2009 (Tabela 5 e
Figura 12).
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Tabela 21. Estimativas dos pardmetros dos modelos de regressdo espacial simples e

multipla

Modelo| VARIAVEL COEFICIENTE p-valor
" W_ILV_00_ 07" 0,503 0,0001

3 INTERSEPTO 1,423 0,0050

& IAI_00_07 0,083 0,3168
W_ILV_00_ 07" 0,503 0,0001

% INTERSEPTO 1,427 0,0049

_g IAI_00 01 0,067 0,2062
IAl_02 04 0,017 0,8146

IAI_05 07 0,009 0,8738

(*) Mede a associacdo espacial da incidéncia de LV
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Figura 17. Distribuicdo geografica do total de casos de LV (A, mapas de cor verde) e
AIDS (B, mapas de cor vermelha) notificados a Secretaria de Estado da Saude
do Rio Grande do Norte no periodo de 2000 a 2009.

Os mapas mostram isoladamente a distribuicdo dos casos de LV e de HIV/AIDS
por municipios. As cores mais escuras indicam maior incidéncia de casos. Municipios
maiores aonde periurbanizacdo de LV vém ocorrendo nos ultimos 20 anos, também
tiveram aumento de casos de HIV/AIDS. Os dados apontam para um risco aumentado da

nova entidade clinica devido a co-infeccao de HIV/leishmania no Rio Grande do Norte.
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V - DISCUSSAO

O padréo epidemioldgico da LV esta em transformacédo no Brasil como em outras
regides do mundo (125). Até os anos 80, LV era uma doencga de ocorréncia rural, do
Nordeste brasileiro acometendo, sobretudo, criancas. A doenca hoje é encontrada
principalmente nas areas periurbanas das capitais nordestinas, com extensdo gradativa
para as regides norte, sudeste e centro-oeste, ja se reconhecendo notificacdo autéctone de
LV em 20 estados brasileiros (126; 127).

No Rio Grande do Norte como demonstrado neste estudo, modifica¢fes do padréo
epidemioldgico iniciaram-se no final da década de 80, quando surto epidémico ocorreu na
area perimetropolitana de Natal (128). A partir de entdo, LV vem mantendo um padréo
endemo-epidémico, em é&reas periurbanas, evoluindo de modo ciclico, com picos
epidémicos a cada oito anos. Padrdo semelhante vem ocorrendo em &reas periurbanas de
outras grandes cidades como Teresina (Pl), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Belo
Horizonte (MG), entre outras (129-132). Padrdo diferente, tipo epidémico, também foi
descrito em &rea central urbana de Campo-Grande.

O novo padrdo epidemioldgico da LV no RN se caracteriza por tendéncia de
instalacdo da doenca nos municipios maiores do estado, com maior incidéncia na
populacdo adulta, caracterizando assim franco processo de periurbanizacdo. A
identificacdo de dois conglomerados da doenca no RN (nas regides leste e oeste), aponta
para maior definicdo desse novo padrdo da LV no estado. Visto que, o0 processo de
periurbanizacdo iniciou-se pela capital (Natal), subseqlientemente, espalhando-se por toda
a area primetropolitana, situada na regido leste e, nos Ultimos anos maior nimero de casos
passou a ocorrer em Mossord, situada na regido oeste e segunda maior cidade do estado.
Repercussdes no perfil clinico e no controle da doenca j& sdo observadas no RN e outras
mudancas epidemioldgicas e clinicas séo esperadas considerando a expansdo da doenca no
estado, a exemplo do que vem acontecendo mundialmente, nas areas de ocorréncia da
doenca. Expansdo da LV pode ser observada, também, para paises de clima mais
temperado, como a Argentina e Paraguai (135-137).

No RN, em Natal, fatores como éxodo rural e crescimento desordenado da area
periurbana da cidade, sdo fatores importantes na periurbaniza¢do da LV. Em Mossoro, 0s
fatores envolvidos ainda estdo sendo avaliados. Por outro lado, sazonalidade vetorial
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demonstrada em diversas localidades (133; 134) pode explicar em parte a sazonalidade de
casos humanos no estado. Ao mesmo tempo, a facilidade de domiciliagdo de Lutzomya
longipalpis, pela sua alta plasticidade alimentar, justifica as epidemias centrais urbanas ja
descritas e apontam para a possibilidade de sua ocorréncia em nosso estado.

A elevada taxa de infecgdo por Leishmania, em humanos, em areas endémicas para
LV, como a aqui demonstrada para o Rio Grande do Norte, mostra que a LV € apenas 0
componente menor, sendo a infeccdo assintomatica mais freqliiente. A magnitude da
infecgdo assintomética por Leishmania possivelmente estd influenciando a mudanca do
perfil da LV, no Brasil e em nosso estado. Reconhece-se que fatores relacionados ao
parasito e a imunidade do hospedeiro, bem como, fatores ambientais influenciam
sobremaneira o espectro clinico da LV (119). Assim, pode-se antever a ocorréncia de um
maior nimero de casos de LV associados a imunossupressao, com maior gravidade e de
manejo terapéutico mais complexo, conforme observado na Europa (92; 138) e no RN,
descrito aqui com HIV/AIDS. E possivel que LV se torne cada vez mais, uma
complicacdo adicional em portadores de neoplasias, transplantados de 6rgéos, submetidos
a imunossupressao por drogas, entre outras situacdes clinicas.

Fatores genéticos do hospedeiro vertebrado parecem também contribuir na
resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por Leishmania (139). O seqlienciamento dos
diversos genomas, inclusive o humano, permitiu o estudo de polimorfismos genéticos que
podem influenciar o grau de susceptibilidade ou resisténcia a desenvolver doengas. Assim,
variabilidade em genes codificadores de produtos da reposta imune pode influenciar o
desenvolvimento de doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose e doencgas auto-imunes
(140-146). Agregacao familiar de infeccdo por Leishmania foi observada, neste estudo,
no Rio Grande do Norte, que ndo explicado unicamente por fatores ambientais. Os
estudos conduzidos subseqlientemente demonstraram que a agregacdo familiar parece ser,
em parte, devido a um componente genético do hospedeiro. Foram observados, por
estudos de varredura completa do genoma, realizado com amostras de DNA isoladas dos
mesmos individuos, a presenca de uma area de linkage no cromossomo 9 associado com
LV e duas areas de linkage presentes nos cromossomos 15 e 19 associados a resposta
DTH (147). Estes resultados indicam que a expressao da infec¢do por Leishmania chagasi
pode, em parte, depender do repertorio genético do individuo.
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No que se refere a cadeia epidemioldgica, a LV canina geralmente precede a
doenca humana, sendo o cao considerado o principal reservatérios de Leishmania chagasi
nas areas periurbanas do Brasil. Entretanto, o papel do homem como reservatério nesta
cadeia ndo esta claro. Estudos conduzidos no Espirito Santo mostraram que a remocao de
caes, aparentemente, ndo tem impacto na infeccdo em humanos (148). No entanto, estudo
realizado numa area do Rio Grande do Norte, endémica para LV, mostrou uma associa¢ao
entre a infeccdo por leishmania em caninos e humanos (Duarte, manuscrito submetido).
Estes estudos mostraram que 24,6% das pessoas residentes na area endémica para LV
apresentavam anticorpo anti-leishmania e 38,6% apresentavam uma resposta de
hipersensibilidade cutanea retardada a antigenos de Leishmania (DTH) positiva. Ao
mesmo tempo, a presenca de anticorpo anti-leishmania em cées foi de 32,6%, com uma
taxa de soroconverséo em 6 meses de 30%. DNA de leishmania foi detectado em amostras
de sangue periférico de cdes e de humanos dessas areas, com também da pele de
individuos com LV, indicando, a possibilidade de tanto humanos quanto caninos
contribuirem para infeccdo de flebotomineos (Nascimento et al, dados ndo publicados).
Portanto, o papel da infeccdo assintomatica por leishmania, no homem, ndo pode ser
totalmente desconsiderado na cadeia epidemioldgica da LV.

Por outro lado, o monitoramento da densidade de flebotomineos, aliado a
determinacdo da taxa de infeccdo por Leishmania em caninos, numa determinada
localidade de risco de LV, talvez seja uma forma de avaliar o risco de transmissdo de
Leishmania. Estudo do comportamento de Lutzomyia longipalpis no Rio Grande do Norte
demonstrou que L. longipalpis apresenta maior atividade entre o periodo das 19 as 23
horas(149), horario em que normalmente a maioria dos residentes encontra-se no
domicilio ou nos arredores dos mesmos, reforcando a hipotese de que, provalvemente, a
infeccdo estd ocorrendo no interior das residéncias ou no peridomicilio. Estudos sobre a
preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis, capturados em areas endémicas para LV
do RN demonstraram que alto percentual de fémeas alimentam-se de sangue humano. De
importancia foi o achado de que um percentual elevado dessas fémeas estava infectado
por Leishmania. Os dados sugerem, fortemente, a possibilidade de que o ciclo
antroponotico, no qual o homem € o reservatdrio, também estd ocorrendo nas areas
periurbanas do estado (Da Silva VP, manuscrito submetido).
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No Brasil, por varias décadas, as medidas de controle da LV tiveram como acao
principal, a eliminacdo dos cées infectados por leishmania em &reas endémicas.
Entretanto, estudos mostraram que a remogdo desses de uma area segue-se a rapida
substituicdo por animais jovens. No passado, as medidas de controle da LV estiveram
associadas ao controle vetorial de outras doencas, como a malaria, quando o uso de DDT
residual resultou em queda significativa dos casos de LV (150-152). Atualmente, essas
medidas sdo focais e, geralmente, defasadas da ocorréncia dos casos de LV.

O controle de flebotomineos com borrifamento e/ou uso de coleiras impregnadas
com deltametrina em cées (153; 154) poderiam ser medidas rotineiras nas areas de maior
risco de infeccdo por leishmania, mas o elevado custo impede sua aplicacdo em todas as
areas endémicas. A definicdo dos agregados espaciais de LV no RN, resultando em
determinacéo das areas de risco de infecgdo, como também demonstrado em Teresina (P1)
poderia ser uma forma de auxiliar a implantacéo destas estratégias de controle (155; 156).
No entanto, ndo € possivel prever o uso desta ferramenta na area endémica do RN, em
virtude das deficiéncias de infra-estrutura dos municipios.

E evidente que a dificuldade no controle da leishmaniose esta na complexidade da
sua cadeia epidemiolodgica, principalmente no que concerne ao controle vetorial e dos
reservatorios. As medidas de intervencdo no Brasil, geralmente, sdo realizadas ap6s a
identificacdo dos casos humanos, quando a situacdo epidemioldgica pode ser distinta de
quando ocorreu a infeccdo primaria, considerando que o periodo de incubacdo entre
infeccdo e doenca em humanos pode ser longo (60; 118; 157). Desta forma, a
periurbanizacdo da LV no Rio Grande do Norte sinaliza que esta doenca podera ser um
problema de saude publica muito maior que o atual.

Do ponto de vista clinico, no Rio Grande do Norte, a LV também apresenta
evidentes transformacdes. Observa-se no hospital Giselda Trigueiro, referéncia para
doencas infecciosas do estado, que pacientes com doenga insidiosa, de mais de oito meses
de evolugédo, provenientes do sertdo do estado sdo hoje menos freqlientes em relagdo aos
casos subagudos, iniciados ha apenas 2 ou 3 meses, residentes na area perimetropolitana de
Natal. Adicionalmente, associacdo com outras doencas como tubercuolose, hanseniase,

hepatite C e HIV/AIDS vém ocorrendo (manuscritos em preparagéo).
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A incidéncia de infeccdo por HIV é, classicamente, descrita em centros urbanos e,
no Brasil, a epidemia de HIV/AIDS teve inicio nos estados das regides sul e sudeste, mas,
atualmente predomina no nordeste (158). A emergéncia de co-infeccdo HIV/Leishmania
no Rio Grande do Norte coincidiu com a periurbanizagdo de LV em Natal, visto que, 0
primeiro caso de LV em paciente com AIDS aconteceu em 1990, ocasido em que LV
estava em franca expansao na periferia de Natal. Esta nova entidade clinica foi descrita
inicialmente na Espanha, em 1985 (159) estendendo-se por toda a bacia do mediterraneo e
agora ja é descrita em 34 paises, incluindo o Brasil.

O padréo clinico da LV em pacientes HIV positivos, no RN é semelhante ao
europeu com a maioria dos casos (80%) ocorrendo em homens entre 20 e 50 anos; com
tendéncia da LV ocorrer tardiamente no curso da infec¢do por HIV, quando a contagem de
linfocitos CD4+ esta <200/mm? e com os achados de apresentacdo clinica (febre, perda de
peso, hepatomegalia, esplenomegalia e citopenias) idéntica aos casos de LV ndo
associados a HIV (160). Da mesma forma, no RN e no Sul da Europa, alguns pacientes
com co-infec¢do HIV/leishmania ndo tinham esplenomegalia, os titulos de anticorpos anti-
leishmania eram mais baixos ou indetectaveis e, recaidas de LV e 6bito foram mais
frequentes em pacientes com LV co-infectados com HIV. Apresentacdes atipicas de LV
com achados pulmonares tém sido relatadas em pacientes com co-infeccdo
HIV/Leishmania, mas, estes casos sdo relativamente infrequentes na Europa (92) e
também ndo foram identificados em nossa casuistica. Subnotificagdo, bem como,
dificuldades no diagnostico diferencial com outros microrganismos que causam infec¢do
oportunista em pacientes com AIDS podem ter influenciado neste resultado, no RN.

Diferenca importante entre as duas areas se refere a transmissdo de Leishmania e
HIV. No RN, admite-se que infeccdo por HIV foi adquirida por transmissdo sexual,
conforme dados da Secretaria de Estado da Saude e que, infeccdo por Leishmania
infantum/chagasi foi adquirida por via vetorial, visto que mais de 40% dos co-infectados
tinham histéria prévia de LV. Na Espanha, transmissdo de ambos os patégenos se da por
via parenteral, por compartilhamento de seringas para uso de drogas ilicitas (161).

Quanto a evolucdo clinica, no RN, recaidas foram comuns em pacientes co-
infectados quando comparados com pacientes com LV somente, a despeito da introducao
do esquema HAART em todos os casos de co-infec¢do. Embora, a adesdo a terapéutica
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ndo tenha sido avaliada. Recaidas em co-infectados recebendo terapia HAART também foi
descrita na Europa. Entretanto, resisténcia as drogas usadas no tratamento da LV
(glucantime e anfotericina B) néo foi avaliada neste estudo.

A sobreposicdo das areas de ocorréncia de HIV/ AIDS e de leishmaniose visceral
no Rio Grande do Norte prenuncia forte impacto no perfil clinico e epidemioldgico nas
duas doencas no estado, como demonstrado neste estudo. AIDS, em todo o Brasil, vem
acometendo com maior intensidade, que anteriormente, a faixa etaria infantil, as mulheres
e os idosos. LV, no RN, vem acometendo gradativamente uma populacdo maior de adultos
do sexo masculino. Contudo a incidéncia de AIDS ainda € maior em homens, na faixa
etaria dos 20 aos 50 anos e, LV é ainda altamente prevalente em criancas. Adicionalmente,
a proporcéo de infecgdo assintomatica versus sintomatica por L. chagasi é de 6 a 8:1 em
criangas (42;43) e muito mais alto (18:1) em adultos (162), com maior risco de
desenvolver LV acima dos 40 anos de idade, como observado neste estudo. A atual
situacdo é preocupante, uma vez que, parece ndo haver imunidade estéril na infec¢do por
Leishmania (163; 164) e que a infeccdo por HIV provoca disfungédo significativa da
imunidade celular por perda de linfocitos T CD4. O que amplia, em muito, a populacéo
sob risco de adoecer da nova entidade clinica.

A problematica da co-infeccdo HIV/leishmania demonstrada neste estudo deixa
claro que vigilancia epidemioldgica para co-infecgdo HIV/Leishmania deve ser adotada em
todas as areas de risco. No Brasil, o Ministério da Salde recomenda que todos os
individuos com LV sejam testados para HIV, mas, LV ainda ndo é considerada definidora
de AIDS, diferentemente dos paises europeus. Resisténcia as drogas utilizadas atualmente,
no tratamento para LV é um problema a ser avaliado, bem como, transmissao parenteral de
L infantum/chagasi, nos estados onde dependéncia de droga é fator de risco para aquisi¢do
de HIV.

Finalmente, os dados revelam um problema de salde publica, potencialmente,
grave no Rio Grande do Norte, com risco de importante morbidade e mortalidade para a

populacdo urbana e consequente dano social e econébmico para o estado.
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VI - CONCLUSOES

Nos ultimos 20 anos, nota-se uma tendéncia da LV instalar-se em municipios de
maior porte e, portanto, mais urbanizados do Rio Grande do Norte.

. As regiGes leste e oeste do estado constituem-se nas de maior risco para
leishmaniose visceral.

Nos ultimos 10 anos, observa-se mudanca no padrdo demografico da LV no RN que
passou a acometer mais intensamente individuos na idade adulta, do sexo
masculino.

. A positividade ao Teste de Hipersensibilidade Tardia (DTH) a antigenos de
Leishmania é um bom marcador de resisténcia a LV e, possivelmente, esta sob
controle genético.

64% da populacdo do RN esté sob risco de ter LV, o qual é maior acima de 40 anos
de idade.

Co-infeccdo HIV/ Leishmania no RN acomete, principalmente, individuos adultos
do sexo masculino que adquirem HIV por transmissdo sexual.

No RN, apresentacdo clinica inicial de LV é semelhante em individuos HIV
positivos e HIV negativos, entretanto, contagem de linfocitos TCD4 e titulos de
anticorpos anti-leishmania sdo significativamente mais baixos naqueles co-
infectados.

Recaidas e 6bitos, por LV, sdo mais frequentes em individuos HIV positivos do que
naqueles HIV negativos.

. Aidentificacdo da sobreposicdo de areas de ocorréncia de HIV/AIDS e LV no RN
apontam para risco aumentado da nova entidade clinica, a co-infeccdo

HIV/Leishmania, no estado.
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Visceralleishmaniasisis a disease thatreemerged
in various locations in Brazil in the 1980s and
spread to new areas, including the Southeast
and Central-West of the country. Previously, vis-
ceral leishmaniasis was a disease that occurred
in rural areas of the Northeast, mainly affect-
ing children 1. However, most cases of visceral
leishmaniasis now come from periurban areas of
cities in Northeast, Central-West, and Southeast
Brazil 234,

The articles in this Forum 56,7,8 discuss key as-
pects related to the urbanization of visceral leish-
maniasis in Brazil, including new approaches to
deal with the disease and conditioning factors
for the vector’s capacity to transmit Leishmania.
The complexity of vector and reservoir control is
identified as a factor that hinders the manage-
ment of visceral leishmaniasis in the country. The
Forum proposes a new discussion and reassess-
ment of current intervention measures. The latter
focus on culling dogs infected with Leishmania
and residual-action pesticide spraying, but these
measures are normally implemented after hu-
man cases of visceral leishmaniasis have already
been identified, often long after the occurrence
of Leishmania infection, due mainly to its long
incubation period 9,10. Still, as commented in the
article by Maia-Elkhoury et al. 5, the regularity of
these intervention measures can have an impact
with a reduction of up to 39% in Leishmania in-
fection in humans, according to studies by the
Brazilian Ministry of Health.
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The peri-urbanization of visceral leishmani-
asis in Belo Horizonte, presented by Oliveira et
al. 6 as an example of this process in Brazil, was
similar to that observed in the Northeast, with
subsequent spread to other cities in the South-
east and Central-West. It is worrisome that these
endemic areas have a high population density,
thus placing the population at increased risk of
infection.

Dogs have traditionally been considered the
principal reservoirs of Leishmania chagasi in
periurban areas 1. Canine visceral leishmaniasis
generally precedes human disease in these new
areas 4. This was demonstrated in the visceral
leishmaniasis epidemic in Aracatuba, Sdo Paulo
State 12,13, Studies in the State of Rio Grande do
Norte show a 32.6% Leishmania infection rate in
dogs in an endemic area on the outskirts of the
State capital Natal, with a 30% six-month sero-
conversion rate in these animals. Asymptomatic
Leishmaniainfection in humansis also high, with
24.6% of individuals presenting anti-Leishmania
antibodies and 38.6% of these showing a positive
delayed hypersensitivity skin test to Leishmania
antigens 14.

The high asymptomatic Leishmania infec-
tion rate in humans, as observed in Rio Grande
do Norte, shows that visceral leishmaniasis is
only the lesser component in the process, and
that asymptomatic infection is more frequent.
The role of asymptomatic Leishmania infection
in humans and canines has still not been fully



elucidated within the Leishmania transmission
chain, and further studies are needed to better
document and evaluate the impact of silent in-
fection in maintaining the endemicity. This fact
is a cause for concern, especially considering the
endemization of visceral leishmaniasis in major
peri-metropolitan areas of Brazil. Thus, studies
are also needed to assess the role of asymptom-
atic Leishmania infection on blood and organ
donations, since these procedures are currently
widespread in cities that are endemic for visceral
leishmaniasis and that present a high asymp-
tomatic Leishmania infection rate. The develop-
ment of post-transplantation visceral leishmani-
asis has been documented in Europe, although
the numbers are not high 15. The magnitude of
asymptomatic Leishmania infection in Brazil
may also result in a change in the epidemiologi-
cal profile of visceral leishmaniasis. Given the
panorama presented here, one can predict that
more cases of visceral leishmaniasis associated
with immune suppression will occur, involving
greater severity and more complex treatment
management, as observed in Europe 16,17,18,

The control of dogs infected with Leishmania
is difficult, as discussed in the article by Oliveira
et al. 6. When dogs are culled, they are promptly
replaced with others, and the act of culling is
controversial and not always readily accepted by
the population 19. It has been demonstrated in
various places around the world 20 that cyper-
methrin-impregnated dog collars are effective re-
pellants against the visceral leishmaniasis vector,
but the strategy is costly given that only a small
portion of the population can afford this control
method.

Lutzomyia longipalpis is the principal vec-
tor for L. chagasi in Brazil and elsewhere in Latin
America 21. Rangel et al. 7 reviewed the condi-
tioning factors for the vectorial competence of
Lu. longipalpis in transmitting L. chagasi in Brazil
and its adaptation to periurban areas. This vector
has highly eclectic eating habits and adapts easily
to peridomiciliary conditions 22.23. Lu. longipal-
pis is most active from 7:00 to 11:00 PM 22, when
most residents are normally inside or around
their homes. These observations back the hy-

DETERMINANTS OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN BRAZIL

pothesis that infections normally occur indoors
or in the peridomicile. Meanwhile, we demon-
strate that Leishmania infection in humans is
found in all age brackets and equally in both sex-
es, although men develop visceral leishmaniasis
more frequently than women 24, thus reinforcing
the hypothesis that Leishmania infection occurs
in the domestic environment.

The adaptation of Leishmania vectors to
periurban areas and their spread to new areas in
Latin America expand the endemic leishmani-
asis regions, with increased risk of infection.
Leishmania infection is now found in northern
Argentina and Paraguay 25.26. Visceral leishmani-
asis control measures in other countries have
also been associated with vector control. The
use of residual DDT in India to control malaria
vectors resulted in a significant decrease in cases
of visceral leishmaniasis 27,28, indicating that ef-
fective vector control can be achieved. However,
it is necessary to develop new insecticides and
control the spraying areas with monitoring and
evaluation of their efficacy, as discussed in the
article by Costa 8.

Visceral leishmaniasis control also involves
community education in risk areas, teaching
measures to avoid producing areas that favor the
development of phlebotomine sand files in back-
yards and in the vicinity of homes. The identifica-
tion of spatial clusters of human and canine vis-
ceral leishmaniasis in Teresina, Piaui, led to the
identification of focal areas at risk of Leishma-
nia infection, thereby facilitating the definition
of areas to undergo specific interventions 29,30,
However, the decentralization of epidemiological
surveillance and visceral leishmaniasis control
activities to the municipalities could be an ad-
ditional complicating factor, due to deficiencies
in infrastructure at the local level for dealing with
the problem’s complexity. On-going joint work
between the Ministry of Health and the Brazil-
ian scientific community can assist in the under-
standing and development of new strategies to
deal with visceral leishmaniasis, including edu-
cational measures, especially considering that no
anti-Leishmania vaccine will be available in the
short term.
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Abstract

Endemic areas for Leishmania infantum chagasi (Lic) have widened in Brazil with
increased number of people at risk of infection. Since Leishmaniasis can be an
opportunistic infection, we hypothesized that the prevalence of visceral leishmaniasis
(VL) would increase in immunocompromised states such as HIV infection. The objective
of this study was to document the emergence of concurrent HIV/AIDS and VL, and to
discern the effect of HIV co-infection on the course of Lic infection in northeast Brazil.
Patients from Natal, Brazil with concurrent HIVV/AIDS and VL or with Lic infection
alone were assessed. The average age of HIV-VL co-infected persons was 37.3 (range
29-53) years, compared to 12 years in individuals with VL alone. Males accounted for
88% of co-infection cases. Anti-leishmanial antibodies were lower in HIV-infected than
in non-infected patients with VL. In families residing in the leishmania-endemic area,
40.8% of members had evidence of asymptomatic Leishmania infection, which could
potentially activate during immunocompromise. The concurrence of HIV/AIDS and VL
constitutes a change in the epidemiology of disease caused by Lic. Considering the high
prevalence of Leishmania infection in the region, this may herald the emergence of an

important public health problem in Brazil.

Keywords. Visceral leishmaniasis, Leishmania, HIV, AIDS, Brazil



Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) was first recognized as an opportunistic infection in
individuals with HIV/AIDS in southern European countries bordering the Mediterranean
Sea (1;2). Leishmania infantum was isolated in the majority of instances. VL and
HIV/AIDS are also endemic in Brazil, but to date a limited number of co-infections have
been reported (3). L. chagasi, the predominant cause of VL in Latin America, and L.
infantum appear to be the same species (4;5), henceforth, we named Lic and the

emergency of concurrent infection has been predicted.

Historically, VL in Brazil occurred primarily among children living in rural areas
of the northeastern states (6). Over the past two decades, VL has emerged as a focally
epidemic disease in the outskirts of rapidly expanding Brazilian cities, including Natal in
the state of Rio Grande do Norte (7-9). The majority of cases of VL have been in
children less than 10 years of age (8). Recent reports indicate that canine infection with
Lic has become prevalent in major cities in the Central and Southeast regions of Brazil
(10) as well as in adjacent areas of Argentina and Paraguay (11). Because canine
infection often precedes human cases, this creates the potential for future occurrence of

human VL throughout these more populated regions (12).

The outcome of Lic infection varies from self-resolving asymptomatic infection to
progressive life-threatening VL (13). Control of infection and resistance to re-infection
requires leishmania-specific Type 1 CD4+ T cell responses. Protective immunity is often
signified by a delayed type hypersensitivity skin test response (DTH) to leishmania

antigens and by the production of interferon-gamma by peripheral blood mononuclear



cells in response to leishmanial antigens in vitro (14). The ratio of asymptomatic to
symptomatic human infections with Lic varies with age (15), from approximately 6-8:1 in
children to 18:1 in adults. Sterile immunity is not thought to occur after either self-
resolving infection or after treatment (16;17). It is therefore not surprising that T cell
abnormalities, such as those associated with HIV/AIDS, neoplasia or chemotherapy, can

result in the development of clinically apparent VL years after the initial infection (18).

Whereas VL has historically been concentrated in northeastern Brazil, HIV/AIDS
was initially reported in major population centers in the Southeast region. Over the years
HIV infection has spread widely throughout the country (19) even though universal
access to HAART is available (20). The goals of this study were to document and
characterize VL and HIV-1 co-infections in the northeastern Brazilian state of Rio
Grande do Norte, and to determine whether they were similar to Leishmania infantum-
HIV co-infections in southern Europe. We also sought to assess the prevalence of
asymptomatic Leishmania infection in families residing in the L. chagasi endemic area,
since this region also has a rising incidence of HIV infection. The cases presented in this
paper plus those reported earlier (1) suggest that HIV/AIDS and VL co-infection is now
emerging as an important medical problem in Brazil, principally considering the high rate

of Lic asymptomatic infection in this region.



Material and Methods

Study area

The study was conducted in the state of Rio Grande do Norte, in the northeast of
Brazil. The state has a population of 2.6 million people and its capital city, Natal, has a
population of 800,000. Rio Grande do Norte has become increasingly urbanized in the
past 20 years, transforming from a primarily rural state to one with over 70% of its

population residing in cities.

Visceral leishmaniasis and AIDS case definitions.

Patients with VL were identified from hospital records during routine weekly
visits to the ward by the study team. The diagnosis of VL was based on the identification
of amastigotes in bone marrow aspirates and on serological studies. In some cases, bone
marrow aspirates were used to inoculate Schneider parasite growth medium. Parasites
converted from amastigote to promastigote form when cultivated for 3-5 days at 26°C
and were shown to be Leishmania infantum chagasi by isoenzyme typing (kindly typed
by Dr. Elisa Cupullilo, Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil). Human sera were
screened for the presence of anti-leishmanial antibodies using a soluble lysate of Lic
(SLA) or recombinant K39 antigen (kindly provided by Steven G. Reed, Ph.D.,

Infectious Diseases Research Institute, Seattle, WA) as previously described (22).

The diagnosis of HIV infection was based on the detection of anti-HIV antibodies
by ELISA with confirmation by Western blot. The HIV viral load was measured in some
cases, and CD4 and CD8 counts were determined. These studies were done in the state

clinical laboratory. The diagnosis of AIDS was based on the modified CDC and Rio de



Janeiro-Caracas criteria. In the latter classification a case of AIDS is defined as a subject
>13 years of age with HIV antibodies and >10 points in accordance with a scale of signs,

symptoms and concurrent conditions associated with AIDS (www.saude.gov.br).

Kaposi’s sarcoma or disseminated tuberculosis are each graded as 10 points; oral
candidiasis or pulmonary tuberculosis or dysfunction of the central neural system are
each graded as 5 points; and diarrhea or fever or cachexia or asthenia or anemia are each
graded as 2 points. These latter symptoms are also common in symptomatic VL. The
term “HIV/AIDS” used in this manuscript refers to subjects who were HIV positive, all
of whom met these criteria for AIDS. The Brazilian Ministry of Health currently

recommends that all persons suspected of having VL be tested for HIV.

A standardized protocol was developed to record the symptoms, physical findings
and diagnostic and other laboratory data as presented in Tables 1-3. The same
parameters were assessed whether or not the subjects with VL had concurrent HIV
infection. An age-matched group of individuals with VL, made up of subjects with VL
and negative HIV who were hospitalized during the study period and subjects followed in

a family cohort since 1996 (23), was used for comparison.

Prevalence of Leishmania infection in families residing in endemic areas for VL

We studied members of families residing in the perimetropolitan area of Natal,
Brazil, (N=2,224) to estimate the prevalence of Leishmania infection. Family members
who consented underwent a physical examination and blood drawing for cell counts and
determination of anti-leishmanial antibodies. Leishmania infection status was assessed

by quantification of anti-leishmania antibodies and by LST response. Serum antibodies
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were quantified by ELISA using a soluble lysate of a local strain of Lic
(MHOMY/2004/RN02), (22). The LST test was performed by intradermal injection of 25
ug of Leishmania protein provided by the Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos, CPPI, (Curitiba, Parana, Brazil). Skin tests were read after 48 hr and
recorded as size of reaction. In addition, the Leishmanin skin test (LST), which assesses
delayed type hypersensitivity response to Leishmania antigens. Complete information

was obtained for 2,120 subjects.

Treatment

The treatment and follow-up for VL and HIVV/AIDS were prescribed by the
attending physicians. In general patients with HIVV/AIDS and VL or VL alone were
treated initially with meglumine antimony (Glucantime), 20 mg/kg body weight per day
for 28 days administered intravenously. Patients with HIV/AIDS and VL who did not
respond to the first course of antimony treatment by symptomatic improvement were
treated either with amphotericin B deoxycholate (0.5 mg/kg body weight daily, total dose
of 2-3 g) or liposomal amphotericin B (4.0 mg/kg body weight on days 1-5, 10, 17 and
24). Free access to HAART is available in Brazil and was used in the treatment of
persons who had HIV infection. Patients with HI\VV/AIDS and VL who responded
clinically with amelioration of symptoms were discharged, evaluated monthly, and
received prophylactic amphotericin B deoxycholate (0.5mg/kg body weight per month).

They were asked to return earlier if they developed symptoms.

Statistical Analysis



Statistical analyses were performed using STATISTICA release 6.1 (StatSoft,
USA). Box-Plot analysis was performed to determine the presence of outliers. One Way
ANOVA was used to assess differences in anti-leishmanial antibody titers between
groups. Chi-square was used to test for a relationship between qualitative variables in
contingency tables. Spatial regression analysis was performed to compare sites of
reported cases of VL and AIDS. The nonparametric Kruskal-Wallis ANOVA test was

used to compare the median age among the different groups.
Ethical considerations

The protocol was reviewed and approved by the Ethical Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEP-UFRN 19-01 and CEP-UFRN 172-
06) and by the National Committee of Ethical in Research (Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa, CONEP 4572 and CONEP 13745, CAAE 0139.0.051.069-06). All

participants or their legal guardian read and signed the informed consent.



Results
1. Characteristics of VL-HIV positive cases

Seventeen cases of concurrent VL and HIVV/AIDS were documented in Rio
Grande do Norte between 1990 and 2008. All 17 patients met the modified AIDS criteria
summarized above. Since VL alone can be associated with fever, weight loss and
asthenia and could affect the clinical diagnosis of AIDS, we elected to report these
patients as “HIV/AIDS”. HIV infection was attributed to sexual transmission in all cases,
but the illicit use of intravenous drugs could not be excluded. Tables 1 and 2 summarize

the clinical and laboratory findings and outcomes.

The diagnoses of HIV/AIDS and VL were made concurrently in 7 cases; the
diagnosis of HIV preceded that of VL in 7 cases; and the diagnosis of VL preceded HIV
in 3 cases (Table 2). In persons who were diagnosed initially with VL, the recognition of
HIV infection occurred within 1.6 £ 0.5 (S.D.) years. Those with an initial diagnosis of
HIV/AIDS developed VL within 3.4 year + 1.7 (S.D). The mean age of patients with
combined diseases was 37.3 (£6.6) years; 15 of 17 were males (Table 1). Thisis in
contrast with the lower mean age of subjects with VL but without concurrent HIV
infection, that although age has increased in the last 8 years, is still significantly lower
(p<0.0001). Patients with concurrent HIV/AIDS and VL had a mean CD4 count of 86
cells/mm?® (range 2 to 297 cells/mm?®) compared to a mean 1,257 cells/mm?in those with
VL alone (data not shown). The symptoms and laboratory findings (Tables 1 and 2) in
patients with concurrent disease differed in several ways from age-matched adult patients

with VL alone (Table 3). Co-infected persons had lower anti-leishmanial antibody titers



than those with VL alone, as measured by ELISA using soluble leishmania antigen (SLA)
(p<0.01) and rK39 (p = 0.03). Only one of the two assays was positive in three persons.
Three other co-infected persons lacked detectable anti-leishmanial antibodies in both
assays; the diagnosis of VL was based on a positive bone marrow aspirate in those cases.
At the end of treatment, the hemoglobin, total WBC count and platelets were lower in the
HIV/AIDS and VL group than in the VL alone group. Patients with HIVV/AIDS co-
infection received monthly amphotericin B prophylaxis, but relapses occurred even in the
setting of prophylactic therapy. The relapse rate was high in the HIV-co-infected group; 6
of 17 patients relapsed after clinically successful treatment for VL. VL relapse occurred
in a mean of 1.42 £1.16 years (range 4 months to 5 years) after the last treatment for VL.
All subjects with HIV/AIDS were discharged on HAART, but compliance varied. The
mortality of co-infected persons was 23.4% (4 out of 17). Physical findings that
associated with progression to death were jaundice, present in 50% of those who died
versus 0% in those that lived (p = 0.044), and increased liver size, 9.5 £ 2.5 cm below the

right costal margin in those that died versus 4.5 + 4.8 cm in subjects who lived (p = 0.01).

2. Distribution of Visceral Leishmaniasis in the state of Rio Grande do Norte, Brazil.

Once predominantly a sporadic rural disease in Rio Grande do Norte and
elsewhere in northeast Brazil, VL now occurs predominantly in periurban areas of major
cities. The number of municipalities reporting VL in the state of Rio Grande do Norte
has increased as shown in Figure 1. The number of VL cases is greater in more populated
cities. Approximately 60% of the cases have occurred in children below age 10 years.
Males and females have been equally affected below age 10. Thereafter, the ratio of

males to females has been 5 to 1, this relationship has been stable over the years

10



(p=0.07). However, the mean and median age of VL has significantly increased over the
past 9 years (p<0.0001), Figure 2. This was confirmed by nonparametric Kruskal-Wallis

ANOVA test comparing the median age among the different years, (p<0.0001).

3. Leishmania asymptomatic infection in endemic area for VL

A total of 2,120 subjects from families residing in endemic area were studied with
respect to leishmania infection. Of the studied subjects, 779 (36.7%) were LST positive
and 78 (3.7%) were anti-leishmania antibody positive. Of the LST positive subjects, 79
(10.1%) were also antibody positive. An inverse association between the presence of anti-

leishmania antibodies and LST was observed (p<0.0120).
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Discussion

The data presented in this manuscript indicate that VL and HIV/AIDS co-
infection has emerged in northeastern Brazil. Individuals with co-infection differed
substantially from those with VL alone. Co-infected persons were adults with an average
age of 37.3 years whereas American VL typically occurs in children. Of note, 41% of
co-infected persons had a previous history of clinically apparent VL, suggesting that their
current VL symptoms may have been due to relapse in the setting of HIV/AIDS.
However, re-infection by sand fly bite or by occult intravenous drug use could not be
excluded. The mean CD4 count in co-infected patients was very low (mean of 86
cells/mm?) consistent with advanced HIV infection. Diarrhea was common (41%). In
contrast splenomegaly was less frequent (82%) then in persons with VL alone. Anemia,
leukopenia, thrombocytopenia, hypoalbuminemia and hypergammaglobulinemia were
prevalent in both co-infected individuals and patients with VL alone. Anti-leishmanial
antibody titers were lower in co-infected than in persons with VL alone. Indeed, anti-
leishmanial antibodies were undetectable using two conventional assays in three co-
infected persons. The rates of relapse and death were higher in co-infected persons than

in those with VL alone.

Since the mid-1980s, VL has been recognized as a complication of HIVV/AIDS in
southern Europe (24). The epicenter of the epidemic has been Spain, but cases have been
reported from Portugal, southern France, Italy and sporadically from other countries in
the Mediterranean littoral. L. infantum has been the etiology. The predominant
zymodeme has been MON-1, but there has been an array of isolates including some

zymodemes associated with cutaneous disease and others that were not previously known

12



to be human pathogens (25;26). Studies of the parasite genomes have indicate that Lic,
which has been isolated from persons with VL in northeastern Brazil, is nearly or exactly
identical to L. infantum (4;27) Although a full assessment of the responsible zymodemes
in Brazil awaits further study, it was logical to hypothesize that HIVV/AIDS would

predispose persons infected with Lic in Brazil to develop symptomatic VL.

There are similarities between the characteristics of VL in co-infected persons
with HIV/AIDS in southern Europe and those in Brazil. More than 80% of those with
dual infection are males between 20 and 50 years in both areas (1). VL tends to occur late
in HIV infection with CD4+ cells frequently <200/mm?®. The findings at presentation
include fever, weight loss, hepatomegaly, splenomegaly and cytopenias as is the case
with VL unassociated with HIV. In our study and in southern Europe, a subset of persons
with combined infection lacked splenomegaly; anti-leishmanial antibody titers were
lower or undetectable; and relapses of VL and death were more common than in patients
with VL in the absence of HIV. Atypical presentations of VL with pulmonary findings
have been reported in persons with concurrent HIVV/AIDS, but such cases have been
relatively infrequent in Europe (1) and were not encountered in the 17 Brazilian cases

reported herein.

There is an important difference between the sites. In northeastern Brazil, more
than 40% of co-infected persons had a previous history of VL, whereas in Spain,
intravenous drug use appears to be a common route of transmission of both HIV and L.
infantum (25). In this series sexual exposure seems to be the most likely explanation for

acquisition of HIV and sand flies for Lic.
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Liposomal amphotericin is the US FDA-approved treatment for VL (28). The
pentavalent antimonials, glucantime and stibogluconate, are alternatives in areas such as
northeastern Brazil where pentavalent antimony resistance is still uncommon. Relapses
of visceral leishmaniasis were common in our study of HIVV/AIDS co-infected
individuals, but were uncommon in those with VL alone. HAART was initiated in all of
the patients with co-infection, but data on compliance were not available. Recurrent VL
has been documented in persons with co-infection who were receiving HAART in
Europe. Intermittent therapy with amphotericin B or pentavalent antimony has been
proposed as a means of reducing relapses in this population. The value of intermittent

therapy for Brazilian patients has not yet been assessed in a controlled manner.

Before the introduction of HIV, American VL due to Lic was predominantly a
disease of children. Prospective studies in Natal indicated that 60% of cases occurred in
children < 10 years of age; only 10% of cases were reported in persons over the age of 30
years. However, more recently in the state of Rio Grande do Norte, where Natal is
located, an increase in the age of VL cases has been observed, even in the non-HIV
subjects, even in the absence of HIVV/AIDs co-infection. This increase in age of VL cases
has also been noted in newly endemic areas of the state (unpublished data).
Asymptomatic infections due to Lic are common with a reported ratio of asymptomatic to
symptomatic cases of 6 - 8:1 in children (13;15), and even higher ratio of 18:1 in adults
(15). In those infected with Lic but not HIV/AIDS, male and female children develop VL

at comparable rates. After age 10 years, however, VL is predominant in males.

The documentation of concurrent HIVV/AIDS and VL in Rio Grande do Norte

suggests that the epidemiology of Brazilian Lic infection is once again evolving. Initially,
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VL was encountered as a sporadic disease in rural areas of northeastern Brazil. Since the
mid-1980s, a number of major peri-urban outbreaks have been reported from Natal and
other cities in the northeast (7;8). Concurrently, the highest incidence of HIV infection
has typically been in urban centers, beginning in the south of Brazil and extending to the
northeast (29). The two infections have come to overlap. The finding that the prevalence
of Leishmania infection is high in endemic areas of VL is of worry, considering that there
does not appear to be sterile immunity with Lic infection (17;18). Therefore people with
asymptomatic, self resolving Lic infection may be at risk of developing VL later if there
is a loss of T cell function due to HIV/AIDS. The high rate of asymptomatic Leishmania
infection in periurban areas of Northeast Brazil, illustrated by the findings described
herein, indicates that a large number of people might at risk of developing VL if there is
immunosuppresion. In addition, Lic appears to be spreading to new areas of Brazil,
indicating the potential that more cases of VL might evolve with co-morbidities, such as
AIDS, neoplasia or in persons who undergo transplant. Whereas 20 years ago VL was
primarily a disease of the northeast, now only 60% of human cases are reported in the

Northeast whereas the remaining 40% are occurring in other regions of the country (30).

Continued surveillance in Natal and elsewhere in Brazil will be important to
assess the evolving impact of concurrent HIV/AIDS and VL, as the number of people
with asymptomatic infection residing in areas with HIV is wide. Furthermore, as health
care becomes more accessible there are increased numbers of subjects receiving
treatments that lead to suppressed cellular immunity. For instance, the numbers of solid
organ transplants and the numbers of patients with malignancy requiring chemotherapy

are increasing. All adult patients diagnosed with VL should be tested for concurrent
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HIV. Conversely, individuals with either HIV infection or another cause of
immunocompromise should be considered at risk for VL, if they reside in the Northeast
or another region with endemic Lic. HIV infection is spreading in northeast Brazil where
Lic has been endemic for years. Conversely, Lic infections are spreading to southern and
central regions of Brazil where HIV is well established and IV drug use more common.
We suggest that concurrent HIV/AIDS and VL is likely to emerge with increasing
frequency in the future. It would be wise to anticipate VL may infect individuals with
immunocompromise of any etiology, if they reside in regions of Brazil with established

or emerging endemic Lic infections
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Legends to the figures

Figure 1. Box plot analysis of the cumulative incidence of VL per 100,000 people in the
state of Rio Grande do Norte grouping the cases of VL per 5 year period indicating a

spread of areas reporting VL.

Figure 2. The mean age of VL in Rio Grande do Norte, a total of 2,724 cases of VL
diagnosed between 1990 and 2009 is shown. An increase in age is observed after the

year 2000.
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Table

Table 1: General aspects and clinical outcome of patients with HIV/AIDS and VL co-infection.

Year Bone- Anti- | Anti- CD4 ]
Patient | diagnosis | Age | Gender | marrow | SLA rk39 | HAART | cells Viral load Previous Death | Relapse
aspirate Ab Ab count Vi
1| 1990 32 M + + + - NA® NA - + -
2 1995 43 M + + + + 61 480 + - +
3 1998 53 M + + + + 14 300,000 + - -
4 1998 43 M + + + + 2 NA - - -
5| 1999 32 M + + + + 96 >Max Limit* + + +
6 1999 35 M + - - + 31 nd + - -
7 1999 33 M suggestive + + - 297 52,000 - - +
8 2000 35 M + - - - 58 99,000 - - -
9 2003 41 F + - + - 25 NA - - +
10 | 2004 32 F + - + - 38 >Max Limit® - - -
11| 2005 32 M + + + - NA° nd + + -
12 2006 29 M + - - - 14 4,300,000 - - -
13 2006 41 M - + + + 179 300,000 - - -
14 2006 46 M NA + + + 60 <Min Limit" + - +
15 2007 42 M + - + - 31 151,236 - + -
16 2008 33 M + + + - 140 NA - - -
17 2008 32 M - + + - 249 69 + - +

NA = data not available



HAART: Highly Active Antiretroviral Therapy on admission;
Anti-SLA Ab: antibody anti Soluble Leishmania Antigen; Anti-rk39 Ab: antibody anti-rk39 antigen.
!Less than 50 copies; 2More than 5,000,000 copies. ®Death occurred within in few days



Table

Table 2: Clinical presentation of patients with HIV/AIDS AND VL co-infection at admission

. HIV diagnosis . . .
. Weight . . : . Liver | Spleen| Hb | Leuco | Platelets | Aloumin | Globulin
Patient | Fever loss Jaundice V{lllf_h drieasgr?gii? Bleeding | Diarrhea ©m | em) | (@dL) | x10%| (x10% |(g/dL) (g/dL)
1 + + + Post HIV - - 10 5 8.3 1.7 139 |17 5.6
2 + + - concomitant - + 6 15 7.9 1.6 177 2.71 7.21
3 - + - Post-HIV - + 8 0 7.3 1.2 122 |21 6.9
4 + + - Post HIV - - 3 5 75 1.4 118 |NA NA
5 + + - Prior to HIV - - 12 12 10.1 1 88 4.3 2.5
6 + + - Post HIV - - 4 5 8.3 1.5 220 |4 1.5
7 + + - concomitant + - 5 7 10.2 2.7 91 3.4 4.6
8 + + - Post HIV - - 0 0 11.8 | 7.8 245 |NA NA
9 + - - concomitant + - 0 2 9 3.7 199 |36 4.9
10 + + - Post HIV + - 7 -* 6.4 3.8 374 |25 3.3
11 + + - Prior to HIV + + 10 15 7.1 2.2 55 2 5.4
12 + + - concomitant - - 0 0 115 | 3.1 130 |2.67 4.83
13 + - - concomitant - - 7 55 11.9 2.5 132 NA NA
14 + + - Post HIV - + 9 6 7,9 1.6 97 NA NA
15 - + + concomitant - + 6 6 10,8 6.2 277 NA NA
16 + + - concomitant - + 3 4 8.7 3.5 137 |3 6.8
17 + - Prior to HIV + + 6 8 8.4 1.4 213 |15 6.4

NA = data not available




Table

Table 3: Characteristics of HIV positive or negative patients with VL, matched by age.

HIV + HIV - p value (M-L-chi
(n=17) (%) (n=17) (%) square)
Age (mean and SD) 37.3 (x6.6) 38.2 (x16.5) 0.8400
Gender
Male 15 (88.2) 16 (94.1) 0.5419
Female 2 (11.8) 1(5.9)
Previous VL
Yes 7 (41.9) 2 (11.8) 0.0469
No 10 (58.8) 15 (88.2)
Bone-marrow aspirate
Positive 15 (88.2) 13 (76.5) 0.0364
Negative 2 (11.8) 4 (23.5)
Anti-SLA
TPositive 11 (64.7) 17 (100) 0.0019
Negative 6 (35.3) 0 (0)
Anti-rk39
Positive 14 (82.4.9) 17 (100) 0.0349
Negative 3(17.6) 0(0)
Death
Yes 4 (23.5) 0 (0) 0.0136
No 13 (76.5) 17 (100)
Relapse
Yes 9 (52.9) 2 (11.8) 0.0082
No 8 (47.1) 15 (88.2)
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