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EXPOSICAO A PICADA DE LUTZOMYIA SPP. E A LEISHMANIA SPP. EM
INDIVIDUOS DE AREA ENDEMICA PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
BRASIL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca tropical
negligenciada e de importancia clinica em paises das Américas Central e do Sul,
Africa, Asia e Europa. A transmiss&o ocorre durante o repasto sanguineo de
fémeas de Lutzomyia longipalpis, que inoculam formas promastigotas
metaciclicas de Leishmania infantum em um hospedeiro vertebrado, as quais
sao fagocitadas pelo sistema mononuclear fagocitario. As manifestacdes clinicas
da doenca podem variar de formas assintomaticas a um envolvimento visceral
severo, sendo a resposta imunolégica induzida determinante para a
apresentacdao clinica do individuo infectado. A saliva do vetor pode influenciar no
curso da infeccdo por Leishmania spp., uma vez que o estabelecimento prévio
de imunidade especifica anti-saliva do flebotomineo pode auxiliar no
desenvolvimento de imunidade celular protetora na infec¢gdo por Leishmania
spp., associada a auséncia de sinais clinicos da doenca. O diagnéstico da LV
representa um desafio e frequentemente se faz necesséaria a associacdo de
diferentes técnicas para obtencdo de um diagndstico conclusivo. Métodos
sorolégicos, parasitolégicos e moleculares estdo disponiveis para a identificacédo
de individuos infectados por Leishmania spp., porém os resultados podem diferir
de acordo com a fase de evolucao da doenca e o tipo de resposta imune incitada.
Dessa forma, o entendimento da interagéo entre o vetor-hospedeiro, bem como
a associacao entre a apresentacao clinica do individuo infectado e o tipo de
resposta imune induzida sdo importantes para que um acurado diagnéstico da

doencga.

Palavras-chave: anticorpos, imunidade humoral, reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real, saliva, sorologia



EXPOSURE TO THE BITE OF LUTZOMYIA SPP. AND TO
LEISHMANIA SPP. IN PEOPLE OF AN ENDEMIC AREA FOR VISCERAL
LEISHMANIASIS IN BRAZIL

ABSTRACT - Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease
of clinical importance in Central and South America, Africa, Asia and Europe.
Transmission occurs during the blood feeding of female Lutzomyia longipalpis,
which inoculate promastigote forms of Leishmania infantum in a vertebrate host,
which are phagocytosed by the mononuclear phagocytic system. Clinical
presentation of the disease may range from asymptomatic to severe visceral
involvement, and the induced immune response is determinant for the clinical
presentation of the infected person. The saliva of the vector may influence the
course of infection by Leishmania spp., since the previous establishment of
specific anti-salivary immunity can help in the development of protective cellular
immunity in Leishmania spp. infection, associated with the absence of clinical
signs of the disease. The diagnosis of VL represents a challenge and it is often
necessary to associate different techniques to obtain a conclusive diagnosis.
Serological, parasitological and molecular methods are available for identification
of people infected by Leishmania spp., however the results may differ depending
on the stage of the disease and the type of immune response prompted. Thus,
the understanding of the interaction between the host-vector, as well as the
association between the clinical presentation of the infected people and the type
of immune response induced are important for an accurate diagnosis of the
disease.

Keywords: antibodies, humoral immunity, real-time polymerase chain reaction,

saliva, serology
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1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo um grupo de doencas zoondticas causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e género
Leishmania, que parasitam células do sistema fagocitico mononuclear do
hospedeiro (SILVEIRA; CORBETT, 2010). As espécies de Leishmania
pertencem a dois subgéneros, Viannia e Leishmania (LAINSON; SHAW, 1987).
Neste ultimo encontram-se a Leishmanias do complexo Leishmania donovani,
agentes etioldgicos da leishmaniose visceral (LV), sendo a Leishmania
(Leishmania) donovani o agente etiolégico encontrado na Africa e Asia;
Leishmania (Leishmania) infantum na Asia, Europa e Africa e Leishmania
(Leishmania) chagasi nas Américas (CUNHA; CHAGAS, 1937). Apesar de haver
discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais verificadas por meio
de estudos moleculares sugerem que a Leishmania chagasi e a Leishmania
infantum sejam a mesma espécie, permitindo a denominagédo L. infantum (syn.
chagasi) para o agente etiolégico desta enfermidade também nas Américas
(AKHOUNDI et al.,, 2016). As leishmanioses acometem, além do homem,
diversas espécies de animais silvestres e domésticos, com distintas formas
clinicas na dependéncia da espécie de Leishmania envolvida e da resposta
imune do hospedeiro (BRASIL, 2006). Em seres humanos apresenta-se sob
quatro formas clinicas: visceral, cutanea, mucocutanea e cutanea difusa. Das
quatro, a leishmaniose visceral (LV) € a mais grave por ser geralmente fatal
guando néo tratada (WHO, 2018).

A LV é uma doencga tropical negligenciada e de importancia clinica em
paises das Américas Central e do Sul, Africa, Asia e Europa (COTTON, 2017).
Estima-se que a LV esteja entre as doencas infecciosas de maior importancia
global, no entanto, a enfermidade nem sempre € considerada entre as doencas
tropicais prioritarias, uma vez que o estabelecimento de prioridades é realizado,
entre outros fatores, com base no niumero de casos registrados e incapacitacao
do individuo acometido (ALVAR et al., 2012). No entanto, assim como outras

doencas tropicais negligenciadas, a LV possui distribuicdo focal e muitas vezes
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ocorre em locais de dificil acesso, dificultando a coleta de dados epidemiolégicos
(BERN et al., 2008). Em &reas endémicas, a ocorréncia da infeccdo e
manifestacdo clinica de LV tem sido associada a condicGes precéarias de
habitacdo e saneamento basico, e a falta de acesso a saude culmina em atrasos
no diagndstico e instituicdo de tratamento adequado (ALVAR et al., 2006). A LV
é frequentemente fatal se ndo tratada, e estima-se que a maioria dos casos de
Obito por LV néo séo diagnosticados (ALVAR et al., 2012; WHO, 2018). Ainda,
considerando que a afeccdo ndo € de notificacdo compulséria em todos os
paises em gue ocorre, € que muitos paises nao possuem um sistema eficiente
de armazenamento de dados, € provavel que o numero de casos de LV
identificados seja inferior ao nimero de individuos infectados pelo parasito, o
que reduz a acuracia dos dados de incidéncia, morbidade e mortalidade pela
doenca, e consequentemente, prejudica a priorizacao e instituicdo de medidas
adequadas de controle da LV (ALVAR et al., 2012).

Nas Américas, casos de LV em humanos foram descritos desde o México
até a Argentina, em 12 paises, com cerca de 96% dos casos relatados no Brasil
(PAHO, 2017). A expansdo da LV na América Latina tem sido associada a
destruicdo de ecossistemas e modificacdo de ambientes naturais; urbanizacéo,
associada a migracdo em massa de pessoas das areas rurais para as cidades;
migracdo de cdes domésticos infectados; pobreza, falta de saneamento e
medidas de controle de vetores ineficazes ou parcialmente efetivas (ARAUJO et
al., 2013; FERNANDEZ et al., 2010; GONZALEZ et al., 2014; HARHAY et al.,
2011; LARA-SILVA et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2016; PAIVA et al., 2010;
RANGEL; VILELA, 2008; ROMERO; BOELAERT, 2010; SALOMON et al., 2015).
Entre 2001 e 2015 foram reportados 52.176 casos humanos de LV na América
Latina, sendo registrados, apenas em 2015, um total de 3.456 casos da doenca,
com uma taxa de incidéncia de 2,27 casos por 100.000 habitantes (PAHO, 2017).

No Brasil, a LV encontrava-se inicialmente concentrada em areas rurais
pobres no nordeste do pais. Entretanto, desde a década de 1980 as epidemias
ocorreram nas grandes cidades, e os relatos de cdes e humanos infectados se

estenderam gradualmente para o sudeste e centro-oeste do pais. Desde 2004,
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mais de 3.000 novos casos humanos sao registrados no pais a cada ano
(BRASIL, 2017). Até 2006, o sul do Brasil, Argentina e Uruguai eram
considerados areas ndo endémicas para LV. Em 2006, apés os surtos de LV na
cidade de Assuncéo, no Paraguai, o primeiro caso humano urbano autoctone de
LV na Argentina foi relatado em Posadas, uma cidade na fronteira do Paraguai,
no rio Parana (ACARDI et al., 2010; SALOMON et al., 2008, 2009, 2010). Trés
anos depois, o primeiro surto de LV ocorreu no sul do Brasil, em Sao Borja, uma
cidade na fronteira com a Argentina, a 160 km de Posadas, com mais de 1.200
caes suspeitos identificados (TARTAROTTI et al.,, 2011). Desde entdo, a LV
expandiu-se na regido (GRILL; ZURMENDI, 2017; WHO 2018). O trafego de
cées na fronteira entre o Paraguai e a Argentina pode ter contribuido ainda mais
para a expansdao da LV canina e humana nessa parte da América Latina
(SALOMON et al., 2009). No estado de S&o Paulo o primeiro registro da
presenca em area urbana de Lutzomyia longipalpis, vetor de maior importancia
no ciclo epidemiol6gico da doenca no pais, ocorreu no municipio de Aracatuba,
em 1997 (COSTA et al., 1997). Os primeiros casos autoctones da doenca em
cdes e em humanos no estado foram notificados no mesmo municipio,
respectivamente, em 1998 e 1999 (CAMARGO-NEVES; KATZ, 1999). Entre os
anos de 2014 e 2017, a microrregido de Aracatuba apresentou 112 casos
confirmados de LV em humanos, com 13 6bitos em quatro anos, distribuidos
entre 16 municipios (CVE, 2017). Embora seja uma doenca de notificacédo
compulséria no Brasil, estima-se que haja uma falha nos sistemas de vigilancia
e armazenamento de dados, de forma que o nimero de humanos assintomaticos
ou expostos a LV provavelmente é superior ao nimero de casos detectados
(ALVAR et al., 2012).

A transmisséo da leishmaniose ocorre durante o repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia no Novo Mundo (Américas) e do
género Phlebotomus no Velho Mundo (Africa, Europa e Asia) (KILLICK-
KENDRICK, 1990). O principal vetor de L. infantum na América Latina € Lu.
longipalpis, distribuido desde o México até a Argentina (BRAVO et al., 2013;
FELICIANGELI et al., 2003; FERNANDEZ et al., 2010; GUIMARAES et al., 2016;
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GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017; RANGEL; VILELA, 2008). Embora ja
apresente extensa distribuicdo geogréfica, o vetor estd passando por uma
expansao territorial no Brasil, Argentina e Uruguai (BRAVO et al., 2013;
SALOMON et al., 2011; SALOMON; ORELLANO, 2005; RANGEL; VILELA,
2008). Anteriormente associada a éareas florestais e rurais, o perfil
epidemioldgico da LV mudou e os vetores agora estdo presentes também em
areas urbanas e periurbanas da América Latina, incluindo grandes cidades no
Brasil (BEJARANO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2016; SARAIVA et al., 2009).

A expansdo mundial da LV pode estar associada também a outras vias de
transmissdo, como a via transplacentaria, o transplante de 6rgdos e as
transfusdes sanguineas (MANSUETO et al., 2014; SILVA et al., 2013). Em
relacdo a Ultima, diversos estudos tém demonstrado que ela pode ocorrer
principalmente se o doador apresentar infeccdo ativa. No entanto, doadores
assintoméaticos também séo capazes de transmitir a doenca, inclusive em areas
ndo endémicas (FUKUTANI et al., 2014; MANSUETO et al., 2014). Em areas
endémicas do Brasil constatou-se uma prevaléncia de infeccdo em amostras
coletadas de doadores atendidos em bancos de sangue do nordeste do pais
variando entre 16 e 68%, de acordo com o método diagnostico utilizado
(FUKUTANI et al.,, 2014; MONTEIRO et al.,, 2016). Por essa razao testes
diagnésticos de rotina devem ser implementados em bancos de sangue, para
triagem e exclusdo de doadores infectados por Leishmania spp. e reducédo do
risco de pacientes submetidos a transfusdo sanguinea (MANSUETO et al.,
2014).

A ocorréncia de LV em areas onde a Lu. longipalpis ndo foi encontrada,
assim como o achado de outros flebotomineos naturalmente infectados com este
agente, sugeriram que existem outros vetores na América Latina, tais como Lu.
cruzi, Lu. neivai, Lu. sallesi, Lu. lenti, Lu. forattinii, Lu. lloydi, Lu. whitmani, Lu.
termitophila, Migonemyia migonei e Pintomyia fischeri (CARVALHO et al., 2010;
GALVIS-OVALLOS et al., 2017; GUIMARAES E SILVA et al., 2017; LANA et al.,
2015; LARA-SILVA et al., 2015; MISSAWA et al., 2011; PITA-PEREIRA et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2016; SARAIVA et al., 2009). Os flebotomineos sé&o
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pequenos, com um a trés milimetros de comprimento, recobertos de pélos, e de
coloracéo clara, cor de palha ou castanho claro, facilmente reconheciveis por
seu comportamento ao voar em pequenos saltos e pousar com as asas
entreabertas e ligeiramente eretas. E comum encontra-los no peri-domicilio em
galinheiros, chigueiros, canis e outros locais sombreados, podendo também ser
encontrados no intra-domicilio, em repouso nas paredes dos dormitérios. Apés a
cOpula, as fémeas ovipdem na terra, em lugares Umidos, ricos em matéria organica
e baixa luminosidade, e os ovos eclodem, geralmente, de sete a dez dias apos a
postura, dando origem as larvas. Essas se transformam em pupas, que d&o origem
aos adultos (BRASIL, 2006). Como a atividade dos flebotomineos é crepuscular
e noturna, medidas preventivas tais como a utilizagdo de mosquiteiro com malha
fina em portas e janelas, o uso de repelentes e a hdo exposi¢do nos horarios de
maior atividade do vetor, sdo recomendacdes preconizadas em areas com a
presenca do vetor (BRASIL, 2006).

Os protozoarios do género Leishmania sdo pleomorficos, com uma forma
flagelada ou promastigota, que se desenvolve no trato alimentar do vetor e se
torna infectante ap0s oito a vinte dias, e outra aflagelada ou amastigota, que se
multiplica no interior de células do sistema mononuclear fagocitario de um
hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2006; DESJEUX, 2004). A principal via de
transmissao ocorre durante o repasto sanguineo de flebotomineos, que inoculam
formas promastigotas metaciclicas através da pele do hospedeiro, as quais sao
fagocitadas pelo sistema mononuclear fagocitario, representadas principalmente
pelos macréfagos (KILLICK-KENDRICK, 1990). Dentro dos fagolisossomos, as
formas promastigotas transformam-se em amastigotas, que se multiplicam por
sucessivas divisdes binarias. As células densamente parasitadas rompem-se,
liberando as formas amastigotas que serdo fagocitadas por novos macroéfagos.
Ocorre, entdo, a disseminacao hematdgena e linfatica para tecidos ricos em
células do sistema mononuclear fagocitario (MURRAY et al., 2005; NARDERER;
MCCONVILLE, 2008). A infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo de macréfagos
parasitados. No sistema digestério do vetor ocorre o rompimento dos

macrofagos liberando as formas amastigotas, que se reproduzem por divisdo



22

binaria e diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas
promastigotas. Estas, por sua vez, sofrem divisdo binaria, multiplicacdo e
diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, que sdo as formas
infectantes. O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas.
Quando o inseto realiza novo repasto sanguineo, formas infectantes séo
inoculadas, reiniciando-se assim, o0 ciclo no hospedeiro vertebrado
(MARCONDES; VASCONCELLOS, 2018).

O cdo é considerado o principal reservatdrio doméstico envolvido no ciclo
de transmissé@o da LV (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006), e por
constituir uma fonte de infeccdo para os flebotomineos, contribui para a
persisténcia do parasito em areas urbanas (FRAGA et al., 2012). Em geral, os
casos de leishmaniose visceral canina (LVC) em um municipio precedem ou
estdo correlacionados a ocorréncia de casos de LV no homem, de modo que o
céo pode atuar como sentinela da infeccdo em humanos (CAMARGO-NEVES,
2007; OLIVEIRA et a., 2001; PRADO et al., 2011). A prevaléncia de LVC no
Brasil, em média, varia entre 1,9 a 35% em areas endémicas, podendo alcancar
até 53,4% em algumas regides (BARATA et al., 2013).

As manifestacdes clinicas da doenca em humanos podem variar de
formas assintomaticas a envolvimento visceral severo. A resposta imune em
casos de LV é mista, e envolve tanto uma resposta mediada por linfocitos do tipo
Thl quanto Th2, sendo que a doenca clinica esta associada ao predominio de
linfécitos Th2 (KAUSHAL et al., 2014). Apés um periodo de incubacéo de dois a
seis meses, 0 paciente pode apresentar sinais clinicos de infeccdo sistémica
persistente, incluindo febre prolongada, apatia, perda de apetite e perda de peso.
Quando o parasito alcanca a circulacdo sistémica e o sistema fagocitico-
mononuclear, alteracbes como linfoadenomegalia e hepatoesplenomegalia
também podem estar presentes (BOELAERT et al.,, 2007; CHAPPUIS et al.,
2007). No entanto, a maior parte dos individuos infectados por L. infantum
geralmente apresenta infeccdo assintomatica (SILVEIRA et al., 2010), a qual tem
sido associada a uma resposta imune celular protetora mediada por linfocitos
Thl (KAUSHAL et al., 2014).
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O diagndstico preciso da LV ainda representa um desafio (PEREIRA et
al., 2014). A identificacdo de formas amastigotas em amostras de aspirado
esplénico é considerada o teste ouro para o diagnoéstico de LV devido a sua
elevada sensibilidade e especificidade, no entanto, trata-se de um método
invasivo que requer capacitacdo técnica para sua realizacdo (BOELAERT et al.,
2007). Além do bago, o exame microscopico de amostras de linfonodos e medula
O0ssea também representa um método de diagnéstico eficaz, porém com menor
sensibilidade quando comparado a avaliacdo do tecido esplénico (SRIVIDYA et
al., 2012). Vérios testes para deteccao de anticorpos tém sido desenvolvidos
para o diagnéstico de LV, como a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
ensaio imunoenziméatico indireto (ELISA) e teste de aglutinacdo direta (TAD);
entretanto, nenhum deles € suficientemente especifico para ser utilizado
isoladamente (BOELAERT et al., 2007).

Encontram-se disponiveis, ainda, testes imunocromatograficos que
detectam anticorpos especificos em amostras de soro, e que possuem como
vantagem o fato de se obter resultados de forma rapida, simples e confiavel.
Estes tém sido utilizados como teste de triagem em casos de suspeita de LV. A
maioria dos testes comercialmente disponiveis sdo baseados nos antigenos
recombinantes rk39 e rKE16 (KUMAR et al., 2013). No Brasil, o teste rapido
imunocromatografico OnSite™ (Bio Advance Diagnostico), que dispde de
proteinas recombinantes rK39, tem sido preconizado para triagem de pacientes
suspeitos de LV atendidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2018).
Ainda, o Ministério da Saude preconiza que os individuos com suspeita clinica
de LV sejam submetidos a coleta de sangue para avalia¢do soroldgica por ELISA
ou RIFI, além da realizacdo de intradermorreacdo de Montenegro (IDR)
(BRASIL, 2006). Os titulos de anticorpos podem ser baixos em pacientes
assintoméaticos, no entanto, estes individuos geralmente apresentam reatividade
no teste intradérmico. Da mesma forma, espera-se que pacientes sintomaticos
revelem elevados titulos de anticorpos ao teste soroldgico e auséncia de
reatividade na IDR (BRASIL, 2006). Anticorpos anti-Leishmania spp.

desenvolvem-se principalmente durante a fase aguda da infeccdo e tendem a



24

decrescer e até tornarem-se negativos apés a resolucédo dos sintomas. Nesse
periodo, frequentemente observam-se resultados positivos no teste intradérmico
em decorréncia do desenvolvimento simultineo de uma reacdo de
hipersensibilidade tardia, sugerindo recuperacdo da doenca. Nesse sentido, um
resultado positivo na IDR esta associado a imunidade celular e ao controle dos
sinais clinicos (LIMA et al., 2012).

Quando os testes soroldgicos e parasitolégicos ndo sdo capazes de
elucidar o diagnostico de LV, os métodos moleculares podem auxiliar no
diagndstico da doenca, uma vez que a reacao em cadeia da polimerase (PCR)
possui elevada sensibilidade e especificidade, e possibilita a deteccdo de
diversas espécies de Leishmania em diferentes amostras clinicas (RUITER et
al., 2014). As técnicas de PCR sdo amplamente utilizadas para o diagndstico de
LV em amostras de sangue periférico, medula 6ssea e aspirado esplénico, e
identificam diferentes espécies de Leishmania com maior sensibilidade quando
comparadas aos métodos parasitologicos (KUMAR et al., 2013). A coleta de
amostras de sangue periférico € mais segura e menos invasiva do que 0s
procedimentos para a obtencdo de aspirados de medula 6ssea ou baco
(SRIVASTAVA et al.,, 2011). Podem ser utilizadas tanto as técnicas de PCR
convencional quanto PCR em tempo real (qPCR), sendo a Ultima a mais sensivel
e, portanto, a mais indicada (PEREIRA et al., 2014). A qPCR tem, ainda, como
vantagem, o fato de permitir a quantificacdo da carga parasitaria
(MOHAMMADIHA et al., 2013).

A sensibilidade e especificidade das reacbes de PCR variam, ainda,
conforme o tecido analisado (GONTIJO; MELO, 2004; SVIRIDYA et al., 2012) e
0 gene alvo utilizado para amplificacdo do fragmento de DNA de Leishmania spp.
(SRIVASTAVA et al., 2011). Diversas sequéncias alvo tém sido utilizadas para o
diagndstico de LV, entre elas 0 DNA ribossémico (rDNA), minicirculo do DNA do
cinetoplasto (kDNA) (EL-BESHBISHY et al., 2013), gene da glicoproteina 63
(gp63) e regido do espacador interno transcrito (ITS) (MAURICIO et al., 2004),
entre outros. El-Beshbishy e colaboradores (2013), compararam os resultados

da PCR utilizando oligonucleotideos que amplificam um fragmento do rDNA e do
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kKDNA e observaram melhores resultados quanto a sensibilidade nas reactes em
que o gene alvo era 0 KDNA. Em geral, este é considerado o alvo mais sensivel
para diagnostico de LV, uma vez que o DNA do cinetoplasto de Leishmania spp.
contém 10.000 minicirculos com aproximadamente 200 pb da regido conservada
(MOHAMMADIHA et al., 2013).

A maioria dos oligonucleotideos que amplificam um fragmento do DNA de
Leishmania spp. sdo género-especificos e, portanto, apos a identificacdo do
agente, podem ser necessarias outras técnicas moleculares para identificacéo
da espécie envolvida. O método de polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP, Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) consiste na utilizagdo de enzimas de restricao para clivagem de
sitios especificos do DNA de Leishmania spp., gerando fragmentos de diferentes
tamanhos de acordo com a espécie envolvida (AKMAN et al., 2000). Ainda, a
realizacdo de sequenciamento de isolados de amostras clinicas com
amplificagdo do DNA de Leishmania spp. também possibilita a identificacdo da
espécie (SINGH et al., 2013).

Evidéncias sugerem que a saliva do vetor pode influenciar no curso da
infeccdo por Leishmania spp. € que o estabelecimento prévio de imunidade
especifica anti-saliva do flebotomineo pode auxiliar no desenvolvimento de
imunidade celular na infeccdo por Leishmania spp. (AQUINO et al., 2010). A
saliva do flebotomineo contém diversas moléculas que modulam a resposta
imune do hospedeiro, e o peptideo maxadila presente na saliva do vetor Lu.
longipalpis possui propriedades vasodilatadoras, anti-coagulantes e
imunossupressoras (BARRAL et al., 2000). Os componentes salivares do vetor
podem auxiliar no estabelecimento da infec¢éo por Leishmania spp., entretanto,
a exposicdo prévia aos antigenos salivares com producdo de imunidade
especifica anti-saliva pode reduzir a infectividade do patégeno e estimular o
desenvolvimento de resposta imune celular protetora na LV (AQUINO et al.,
2010; BARRAL et al., 2000; PRATES et al., 2012). O desencadeamento de uma
resposta imune celular contra o parasito apds o contato prévio com a saliva de

Lu. longipalpis pode ser decorrente de uma reacgéo de hipersensibilidade tardia
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no local da picada, que pode transformar a lesdo e seu entorno em um local
inéspito para o estabelecimento da infeccdo por Leishmania (PRATES et al.,
2012; VINHAS et al., 2007).

Diversos estudos avaliando anticorpos anti-saliva de flebotomineos tem
sugerido que a presenca de titulos detectaveis pode atuar como marcador
epidemiolégico de exposicdo ao vetor em areas endémicas (AQUINO et al.,
2010; BARRAL et al., 2000; PRATES et al.,, 2012; TEIXEIRA et al., 2010;
VINHAS et al., 2007). A importancia da saliva do flebotomineo na infeccéo por
Leishmania spp. em humanos ainda n&do se encontra completamente
esclarecida, no entanto, a producao de anticorpos anti-saliva tem sido avaliada
em conjunto com a inducao de reagao de hipersensibilidade tardia ao teste
intradérmico em individuos infectados por L. infantum, para verificar seu papel
na resposta imune induzida no hospedeiro (GOMES et al., 2002). A identificacao
de proteinas salivares auxilia no entendimento das interagBes entre vetor e
hospedeiro, uma vez que a presenca ou auséncia de imunidade especifica anti-
saliva pode sugerir um padrédo de resposta imune associada a resisténcia ou
suscetibilidade para o estabelecimento da infeccdo por Leishmania spp.
(TEIXEIRA et al., 2010). O reconhecimento dos diferentes antigenos presentes
no homogeneizado salivar do vetor é complexo e o padrdo de resposta imune
induzido é varidvel de acordo com o tempo e a intensidade da exposigéao.
Embora vérios estudos utilizem o macerado salivar como antigeno para
avaliacdo da resposta imune humoral a saliva do flebotomineo (AQUINO et al.,
2010; BARRAL et. al, 2000; GOMES et al., 2002), € possivel que ocorra reacao
cruzada entre os antigenos presentes no macerado salivar e antigenos
presentes na saliva de outros insetos (BARRAL et al.,, 2000). Uma alternativa
para corrigir essa limitacdo é a utilizacdo de proteinas recombinantes obtidas por
meio de purificacdo de moléculas salivares de Lu. longipalpis; no entanto, nem
sempre é viavel por se tratar de uma técnica de dificil execugéo (TEIXEIRA et
al., 2010). Teixeira e colaboradores (2010), identificaram duas proteinas
recombinantes salivares de Lu. longipalpis, LIJIM17 e LJM1l, que sao

especificamente reconhecidas no soro de seres humanos que residem em area
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endémica para LV. Dessa forma, a presenca de anticorpos contra essas
proteinas recombinantes especificas identifica individuos expostos ao vetor da
LV e pode representar um marcador de exposicdo ao flebotomineo Lu.
longipalpis (TEIXEIRA et al., 2010).

Em funcdo da expanséo territorial de casos de LV no Brasil e da
possibilidade de a infeccdo ser negligenciada e subdiagnosticada em seres
humanos, os objetivos do presente estudo foram pesquisar a presenca de
anticorpos anti-Leishmania spp. e de fragmento do DNA do parasito no sangue
periférico, além de verificar a prevaléncia de exposicao a saliva do flebotomineo,
em individuos encaminhados a um hospital localizado na microrregido de

Aracatuba-SP, area endémica para a doenca.
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2. CAPITULO 2 - EXPOSICAO A PICADA DE LUTZOMYIA SPP. E A
LEISHMANIA SPP. EM INDIVIDUOS DE AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

2.1. Exposicao a picada de Lutzomyia spp. e a Leishmania spp. em
individuos de area endémica para leishmaniose visceral no Brasil

2.1.1. RESUMO - O presente estudo teve como objetivos investigar a
presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-saliva de Lutzomyia spp., €
a presenca do DNA de Leishmania spp. no sangue periférico de 284
individuos atendidos em um hospital publico de area endémica para
leishmaniose visceral (LV). Baseando-se nos resultados de sorologia e da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), 21,1% dos individuos foram
considerados expostos. A presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-
saliva de Lutzomyia spp. foi observada em 20,8% e 37,7% dos individuos,
respectivamente, observando-se uma associagao significativa entre a presenca
dos dois anticorpos. Em 20,4% dos individuos verificou-se sororeatividade em
ambos os testes, 17,3% apresentavam anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.
sem a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e um individuo apresentava
somente anticorpos anti-Leishmania spp. sem a presenca de anticorpos anti-
saliva de flebotomineo. Em apenas um individuo foi possivel amplificar
fragmento do DNA de Leishmania spp. no sangue periférico. Concluiu-se que a
infeccdo por Leishmania spp. pode estar sendo subdiagnosticada em areas
endémicas para LV e, portanto, sugere-se que individuos atendidos em hospitais
sejam melhor avaliados quanto a possibilidade de infeccdo e posterior
desenvolvimento da doenca. Ainda, a presenca de anticorpos anti-saliva de

flebotomineo pode ser um possivel indicador de exposi¢cao ao vetor.
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2.1. Exposure to the bite of Lutzomyia spp. and to Leishmania spp. in

people of an area endemic for visceral leishmaniasis in Brazil

2.1.2. ABSTRACT - The present study aimed to investigate the presence
of anti-Leishmania spp. and anti-saliva of Lutzomyia spp. antibodies, and the
presence of Leishmania spp. DNA in the peripheral blood of 284 people attended
at a public hospital in an area endemic for visceral leishmaniasis (VL). Based on
the results of serology and PCR, 21.1% of the people were considered exposed.
The presence of antibodies anti-Leishmania spp. and anti-saliva of Lutzomyia
spp. was observed in 20.8% and 37.7% of the individuals, respectively, with a
significant association between the presence of both antibodies. In 20.4% of the
people there was serum reactivity in both tests, 17.3% had antibodies anti-saliva
of Lutzomyia spp. without the presence of anti-Leishmania spp. antibodies, while
one individual had only anti-Leishmania spp. antibodies without the presence of
antibodies against saliva of sand flies. In only one individual it was possible to
amplify the DNA fragment of Leishmania spp. in peripheral blood. It was
concluded that the infection by Leishmania spp. may be underdiagnosed in areas
endemic for VL and, therefore, it is suggested that people referred to hospitals
should be better evaluated for the possibility of infection and subsequent
development of the disease. Furthermore, the presence of antibodies anti-sandfly

saliva may be an indicator of exposure to vector.

Keywords: antibodies, humoral immunity, real-time polymerase chain reaction,

saliva, serology
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2.1.3. Introducéo

Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada, has Américas, pela
Leishmania infantum (syn. chagasi). A doenca ja foi descrita desde o México até
a Argentina, com 95% dos casos humanos ocorrendo no Brasil (WHO, 2018). O
pais, que ha duas décadas concentrava os casos de LV na regido nordeste,
apresentou uma dispersao territorial da doencga, com casos notificados em todas
as regioes e mais de 3000 casos humanos por ano na ultima década (BRASIL,
2017). No estado de Sédo Paulo, o primeiro registro da presenca em area urbana
de Lutzomyia longipalpis, vetor de maior importancia no ciclo epidemioldgico da
doenca no pais, ocorreu no municipio de Aracatuba, em 1997 (COSTA et al.,
1997). Os primeiros casos autoctones da doenca em cédes e em humanos no
estado foram notificados no mesmo municipio, respectivamente, em 1998 e 1999
(CAMARGO-NEVES; KATZ, 1999). Entre os anos de 2014 e 2017, o estado de
S&do Paulo registrou 505 casos de LV, 112 dos quais foram confirmados na
microrregido de Aracatuba, que abrange 16 municipios. Enquanto a taxa de
letalidade no estado foi da ordem de 7,9% no periodo, na microrregido de
Aracatuba a mesma foi de 11,6% (CVE, 2017).

O diagndstico preciso da LV representa ainda um desafio. A despeito do
desenvolvimento de novas técnicas soroldgicas e moleculares nas ultimas
décadas, os métodos parasitolégicos diretos com visualizacdo do parasito em
aspirados esplénicos, de linfonodos e de medula 6ssea constituem uma
ferramenta importante no diagnostico definitivo da doengca (MANSUETO et al.,
2014; SRIVIDYA et al., 2012). Trata-se de uma técnica de baixo custo e elevada
especificidade, porém com sensibilidade variavel de acordo com o tecido
utiizado (GONTIJO; MELO, 2004; SRIVIDYA et al., 2012). O teste de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) tem sido amplamente utlizado para
imunodiagnostico de LV no Brasil, entretanto, apresenta algumas limitacoes,
como a baixa sensibilidade na deteccéo de casos subclinicos ou assintomaticos,

e a possibilidade de reac¢des cruzadas com agentes etiologicos da leishmaniose
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tegumentar e doenca de Chagas, o0 que pode levar a resultados falso-positivos
em areas em que existe a ocorréncia de ambas as doencas (GONTIJO; MELO,
2004). Os métodos moleculares podem auxiliar no diagnostico da doenca nos
casos em que os testes soroldgicos e parasitologicos ndo foram capazes de
elucidar o diagndstico e identificar a espécie de Leishmania (PEREIRA et al.,
2014). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica com elevada
sensibilidade e especificidade, que tem sido amplamente utilizada para detecgéo
de diversas espécies de Leishmania em diferentes amostras clinicas (RUITER et
al., 2014).

Evidéncias sugerem que a saliva do vetor pode influenciar no curso da
infeccdo por Leishmania spp. e que o estabelecimento prévio de imunidade
especifica anti-saliva do flebotomineo pode auxiliar no desenvolvimento de
imunidade celular na infeccdo por Leishmania spp. (AQUINO et al., 2010). A
saliva do flebotomineo contém diversas moléculas que modulam a resposta
imune do hospedeiro, e o peptideo maxadila presente na saliva do vetor Lu.
longipalpis possui propriedades vasodilatadoras, anti-coagulantes e
imunossupressoras (BARRAL et al., 2000). Os componentes salivares do vetor
podem auxiliar no estabelecimento da infec¢éo por Leishmania spp., entretanto,
a exposicdo prévia aos antigenos salivares com producdo de imunidade
especifica anti-saliva pode reduzir a infectividade do patdégeno e estimular o
desenvolvimento de resposta imune celular protetora na LV (AQUINO et al.,
2010; BARRAL et al., 2000; PRATES et al., 2012).

Diversos estudos avaliando anticorpos anti-saliva de flebotomineos tem
sugerido que a presenca de titulos detectaveis pode atuar como marcador
epidemiolégico de exposicdo ao vetor em areas endémicas (AQUINO et al.,
2010; BARRAL et al., 2000; PRATES et al.,, 2012; TEIXEIRA et al., 2010;
VINHAS et al., 2007). A importancia da saliva do flebotomineo na infecgdo por
Leishmania spp. em humanos ainda n&do se encontra completamente
esclarecida, no entanto, a producao de anticorpos anti-saliva tem sido avaliada
em conjunto com a inducdo de reacdo de hipersensibilidade tardia ao teste

intradérmico em individuos infectados por L. infantum, para verificar seu papel
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na resposta imune induzida no hospedeiro (GOMES et al., 2002). A identificacao
de proteinas salivares auxilia no entendimento das interacdes entre vetor e
hospedeiro, uma vez que a presenca ou auséncia de imunidade especifica anti-
saliva pode sugerir um padrdo de resposta imune associada a resisténcia ou
suscetibilidade para o estabelecimento da infecgdo por Leishmania spp.
(TEIXEIRA et al., 2010). O reconhecimento dos diferentes antigenos presentes
no homogeneizado salivar do vetor € complexo e o padrdo de resposta imune
induzido é variavel de acordo com o tempo e a intensidade da exposicao
(VINHAS et al., 2007).

Em funcdo da expansao territorial de casos de LV no Brasil e da
possibilidade de a infecgcdo ser negligenciada e subdiagnosticada em seres
humanos, os objetivos do presente estudo foram pesquisar a presenca de
anticorpos anti-Leishmania spp. e de fragmento do DNA do parasito no sangue
periférico, além de verificar a prevaléncia de exposicao a saliva do flebotomineo
em individuos encaminhados a um hospital localizado na microrregido de

Aracatuba-SP, area endémica para a doenca.

2.1.4. Material e Métodos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para
Experimentacdo Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Campus de
Aracatuba, sob protocolo CAEE: 39096314.8.0000.5420.

2.1.4.1. Delineamento experimental

O estudo foi conduzido entre julho e dezembro de 2015. Durante este
periodo, devido a dificuldade de obtencdo de amostras de sangue da populacéo,
foram obtidas amostras de individuos atendidos em um hospital da microrregiao
de Aracatuba-SP, que compreende os municipios de Andradina, Aracatuba,

Avanhandava, Bilac, Birigui, Brauna, Buritama, Castilho, Guaragai, llha Solteira,
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Mirandépolis, Nova Independéncia, Penapolis, Pereira Barreto, Santo Anténio do
Aracangua e Valparaiso (CVE, 2017) (Figura 1). A maioria dos municipios €
considerada como area de transmisséo intensa de LV e de leishmaniose visceral
canina (LVC) (COMITE DE LVA DA SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE
SAO PAULO, 2011). Aqueles pacientes que, por qualquer motivo, precisavam
ser submetidos a coleta de sangue foram convidados a participar do estudo. No
caso de concordancia, apos a assinatura de um termo de consentimento
esclarecido pelos pacientes, ou por seus responsaveis legais, duas aliquotas de
sangue, colhidas por um enfermeiro responsavel, eram separadas para o estudo;
uma para a realizacdo das provas soroldgicas e a outra para a pesquisa de
fragmento de DNA do parasito por PCR em tempo real. Os critérios de inclusdo
foram idade superior a dois anos, independente de sexo, sem histdria pregressa
de LV e com residéncia permanente em um dos municipios da microrregido. Os
resultados dos exames foram sigilosos e fornecidos somente ao médico

responséavel pelo atendimento.
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Figura 1 —Mapa da microrregido de Aracatuba—SP compreendendo 16 municipios, de acordo com
o Centro de Vigilancia Epidemiol6gica do Estado de Sdo Paulo.

Dos 1238 individuos atendidos no hospital publico da microrregidao de
Aracatuba-SP e que foram submetidos a coleta de sangue no periodo
determinado, 284 concordaram em participar do estudo. A populacdo

experimental selecionada encontra-se abaixo descrita (Tabela 1).

2.1.4.2. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp.

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. foi realizada por meio de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o uso de antigeno total de L. infantum
(cepa MHOM/BR/74/PP75) na concentracdo de 10 pg/mL em tampao
carbonato (0,01M, pH 9,5), e incubadas por toda a noite, a 4°C. ApGs lavagem
as placas foram blogueadas com 150 pL de PBS e 10% de leite Molico® e
incubadas a temperatura ambiente, durante uma hora. Foram, entao,

adicionados a cada poc¢o 100 uL de amostra de soro diluido na concentracao de
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1:200 em PBS-T, e incubados por trés horas a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionaram-se, em cada poco, 100 pL de conjugado anti-IgG humano
(Anti-human 1gG Peroxidase Conjugate n® A6029 — Sigma®, Saint Louis, MO,
EUA), diluido na concentracdo de 1:20.000. Depois de um periodo de incubacao
de 45 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados a cada pog¢o 100 pL
de tetrametilbenzidina (TMB Substrate Reagent Set n° 555214 - BD®) durante
30 minutos. A reacgdo foi interrompida utilizando-se 50 pL de solucéo de &cido
sulfarico 2N. Entre cada uma das etapas, foram realizadas trés lavagens com
tampéo fosfato salina 0,05M acrescido de Tween (PBS-T 0,05%). A densidade
Optica foi avaliada em duplicata, em espectrofotbmetro a 450 nm. A
determinacdo do ponto de corte foi estabelecida utilizando-se a média das
densidades Opticas de individuos sorologicamente negativos e de area nao
endémica para LV, acrescida de trés desvios padrbes. Em todas as placas foi
incluida, como controle positivo das reacfes, uma amostra de soro de paciente

acometido por LV, proveniente de area endémica para a doenca.

2.1.4.3. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.

Para determinacdo da presenca de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia
spp. por ELISA utilizou-se metodologia previamente descrita (ROHOUSOVA et
al., 2005). Como antigeno, foram utilizadas glandulas salivares de Lutzomyia
spp. da geracado F1 obtidas a partir de flebotomineos capturados no municipio
de Cameta-PA, Brasil, submetidas a lise conforme descrito anteriormente
(BATISTA et al., 2016). As microplacas foram cobertas com 100 pL de lisado de
glandula salivar de Lutzomyia spp. a 600ng/mL em tampdo carbonato-
bicarbonato (0,01M pH 9), e incubadas por toda a noite a 4°C. Apés lavagem, as
placas foram blogqueadas com 150 pL de PBS e 10% de leite Molico® e incubadas
a 37°C, durante uma hora. Foram adicionados 100 uL de soro diluido a 1:50 em
PBS-T, e as placas foram incubadas por 90 minutos, a 37°C. Em seguida,

adicionaram-se em cada poco 100 pL de conjugado anti-lgG humano (Anti-
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human 1gG Peroxidase Conjugate n°A6029 — Sigma®, Saint Louis, MO, EUA),
diluido na concentragdo de 1:20.000 e as placas incubadas durante 45 minutos,
a 37°C. Depois do periodo de incubacao, foram adicionados a cada poc¢o 100 pL
de tetrametilbenzidina (TMB Substrate Reagent Set n° 555214 - BD®) durante
30 minutos. A reacéo foi interrompida utilizando-se 50 uL de solucédo de acido
sulfarico 2N. Entre cada uma das etapas foram realizadas trés lavagens com
tampao fosfato salina 0,05M acrescido de Tween (PBS-T 0,05%). A densidade
Optica foi avaliada em duplicata, em espectrofotdbmetro a 450 nm. A
determinacdo do ponto de corte foi estabelecida utilizando-se a média das
densidades Opticas de individuos sorologicamente negativos e de area nao
endémica para LV, acrescida de dois desvios padrdes. Em todas as placas foi
incluida, como controle positivo das reacdes, uma amostra de soro de individuo
sororeagente, proveniente de area endémica para LV.

Os resultados dos testes sorologicos para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania spp. e anti-saliva de Lutzomyia spp. foram quantificados em unidade
de ELISA (UE), sendo o mesmo controle positivo de cada placa utilizado como
calibrador e determinado como 100 UE (PERSICHETTI et al., 2017). Os pontos
de corte das reacdes para anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-saliva de
Lutzomyia spp. foram, respectivamente, 38,51 UE e 29,43 UE.

2.1.4.4. PCR em Tempo Real
2.1.4.4.1. Extracdo de DNA

As amostras de sangue total foram acondicionadas em tubos contendo
citrato de sodio a 3,2%. Apos descongelamento em temperatura ambiente, 700
ML de sangue total foram submetidos a extracao de DNA utilizando-se fenol-
cloroférmio (Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol 25:24:1 n° P3808-Sigma-
Aldrich®, Saint Louis, MO, EUA), conforme previamente descrito (OLIVEIRA et
al., 2015). Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo da reagédo. A

concentracdo e pureza do DNA extraido foram avaliadas por espectrofotdbmetro
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(ND-1000, Nano-Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA) pela mensuracéo da
relacdo de absorbancia 260/280. O DNA foi armazenado a -20°C até o

momento da realizacdo da PCR em tempo real.

2.1.4.4.2. Amplificacédo de fragmento de DNA de Leishmania spp.

Para a amplificacdo do fragmento de DNA de Leishmania spp. foram
utilizados oligonucleotideos previamente descritos, que amplificam um
fragmento de 120 pb do minicirculo do kDNA de Leishmania (RANASINGHE et
al., 2008). A reacdo de PCR em Tempo Real foi realizada utilizando-se um
mastermix comercial com o fluor6foro SYBR Green (SYBR® Green JumpStart
Tag ReadMix S4438, Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EUA), 600 nM de cada
oligonucleotideo iniciador e 5uL de DNA, com concentracdo média de 85 ng/uL,
totalizando um volume final de 25uL. As amostras, em triplicata, foram
amplificadas em termociclador (CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) com desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos
de 94°C por 15 segundos, seguido de 60°C por 1 minuto, momento onde os
dados de fluorescéncia foram coletados. Na sequéncia, as amostras foram
submetidas a uma curva de dissociacdo (melt curve), de 60°C até 95°C, com
incremento de 0,5°C a cada 5 segundos. Um valor de threshold cycle (Ct) foi
calculado para cada amostra, pela determinacdo do ponto onde a fluorescéncia
ultrapassou o limiar de deteccdo. Em cada placa de PCR foi acrescentado, em
triplicata, um controle negativo da reacao, constituido pelo mastermix acrescido
de 4gua livre de nucleases substituindo a amostra, e um controle positivo,

constituido por L. infantum na concentragdo de 2x108 promastigotas/mL.

2.1.4.5. Analise estatistica

O teste de independéncia de Pearson (qui-quadrado) com correc¢do de

continuidade de Yates foi utilizado para verificar a associacdo entre as
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avaliacdes soroldgicas e as variaveis idade e sexo. O nivel de significancia foi
ajustado para o teste de mdltiplas hipéteses por meio do método de Bonferroni
e foram considerados estatisticamente significativos valores de p<0,01. Para
verificar a correlacéo entre os titulos de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-
saliva de Lutzomyia spp. utilizou-se teste de correlacdo de Pearson. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software R v3.4.3 (R Core

Team®).

2.1.5. Resultados

Dos 284 individuos avaliados, baseando-se nos resultados de sorologia e
PCR, 60 (21,1%) foram considerados expostos a Leishmania spp. Destes, 48
(80%) eram do sexo feminino, 12 (20%) do sexo masculino, 1 (1,7%) era
adolescente, 51 (85%) adultos e 8 (13,3%) idosos (Tabela 1).

A presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. foi observada em 59
(20,8%) individuos, enquanto em 107 (37,7%) observou-se a presenca de
anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.. Um total de 58 (20,4%) individuos
foram sororeagentes em ambos os testes; 49 (17,3%) apresentavam anticorpos
anti-saliva de Lutzomyia spp. sem a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp.
e 1(0,4%) apresentava anticorpos anti-Leishmania spp. sem a presencga de
anticorpos anti-saliva de flebotomineo. Em 176 (61,9%) individuos observou-se
um resultado negativo em ambas as sorologias. Em apenas um individuo
(0,35%) foi possivel amplificar um fragmento de KDNA de Leishmania spp. no
sangue periférico. Tratava-se de individuo encaminhado ao hospital com quadro
clinico ndo compativel com LV, cujas provas sorologicas para pesquisa de
anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp. e de anticorpos anti-Leishmania spp.
foram negativas.

Entre os individuos com resultados positivos aos testes sorolégicos, os
titulos de anticorpos anti-Leishmania spp. variaram entre 41,30 e 135,68 UE, e
os titulos de anticorpos anti-Lutzomyia spp. entre 31,17 e 150,55 UE. Na
avaliacao soroldgica para Leishmania spp., observou-se que 35,6% (21/59) dos



51

individuos reagentes apresentaram titulos maiores do que duas vezes o ponto
de corte. Quando da avaliagdo dos anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.,
constatou-se que 73,8% (79/107) dos individuos apresentaram titulos maiores

do que duas vezes o ponto de corte, alcancando valores cinco vezes superiores.

Tabela 1 — Numero e percentagem, segundo o sexo e a faixa etaria, de uma populacdo de 284
individuos encaminhados a um hospital publico de area endémica para leishmaniose visceral,
localizado na microrregido de Aracatuba-SP, considerados infectados por Leishmania spp.
segundo a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. ou PCR em tempo real para amplificagdo
de fragmento do DNA de Leishmania spp.

Populagéo Total Populacgéo Infectada
Sexo
(n=284) (n=60)

Masculino 92 (32,4%) 12 (20,0%)

Feminino 192 (67,6%) 48 (80,0%)
Faixa etéaria

<18 anos 9 (3,2%) 1(1,7%)

19-65 anos 226 (79,6%) 51 (85,5%)

> 65 anos 49 (17,3%) 8 (13,3%)

A associacdo observada entre a presenca de anticorpos anti-Leishmania
spp. e anti-saliva de Lutzomyia spp. foi estatisticamente significante
(p=1,81x10%%) (Tabela 2). Quando da avaliacdo das unidades de ELISA anti-
Leishmania spp. e anti-saliva de Lutzomyia spp., observou-se regressao
altamente significativa (p = 2,78 x 109 (Figura 2), sugerindo correlacdo
moderada a forte (p = 0,683). Nao foi observada associacéo significante entre a
presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e as variaveis sexo (p=1,000) e
idade (p=0,290), e entre a presenca de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.

e as variaveis sexo (p=0,826) e idade (p=0,621) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Associagbes entre presenca de anticorpos anti-Leishmania spp., anti-saliva de
Lutzomyia spp., sexo e idade de 284 pacientes encaminhados a um hospital publico de area
endémica para leishmaniose visceral, na microrregido de Aracatuba-SP

Variavel Variavel Estatistica Graus de
Resposta Independente (x?)? liberdade P-valor
Anti-Leishmania Sexo 0,000 1 1,000
Anti-Leishmania Idade 2,473 2 0,290
Anti-Leishmania Anti-saliva 113,345 1 1,81 x 102
Anti-saliva Sexo 0,048 1 0,826
Anti-saliva Idade 0,954 2 0,621

aTeste de independéncia de Pearson; *p<0,01

160 7 125466

140 7 p=2.78x10"* .

1207y 15,662 + 0.466x ) .
100 .

80
60
40
20

Anti-L eishmania (UE)

[ [ [ I I [ [ [ [
0O 20 40 60 80 100 120 140 160

Anti-saliva (UE)

Figura 2 - Diagrama de disperséo e reta ajustada das unidades de ELISA (UE)
anti-Leishmania spp. e anti-saliva de Lutzomyia spp. de individuos
encaminhados a um hospital publico de area endémica para leishmaniose
visceral, na microrregido de Aracatuba—SP.
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2.1.6. Discussao

A prevaléncia de individuos com anticorpos anti-Leishmania spp. na
populacdo estudada (20,8%) foi semelhante a observada em estudo realizado
no estado do Rio Grande do Norte (24,6%), area também endémica para LV no
nordeste do pais (LIMA et al., 2012), e superior a verificada em estudo
prospectivo conduzido no estado do Para, regido Norte do pais, cuja prevaléncia
foi de 12,7% (SILVEIRA et al., 2010). Embora ambos os estudos tenham sido
realizados com criancas e adultos de areas endémicas para LV, Lima e
colaboradores (2012) conduziram o experimento com individuos residentes em
bairros vizinhos a locais com casos confirmados da doenga. A sorologia positiva
em humanos pode ser utilizada para a confirmacédo de uma infec¢éo recente ou
aguda por L. infantum, independente da presenca de sintomas (MANSUETO et
al., 2014; SILVEIRA et al., 2010), entretanto ndo indica um risco de progressao
para a forma clinica da doenca (SILVA et al., 2011). Em geral, a maior parte dos
individuos infectados por L. infantum apresenta infecgcdo assintoméatica
(SILVEIRA et al., 2010). Inicialmente verifica-se um aumento do titulo de
anticorpos seéricos, que diminui com o0 passar do tempo, enguanto ocorre um
desenvolvimento de uma resposta predominantemente celular, que pode ser
evidenciada por meio de intradermorreacdo de Montenegro (IDR). Por outro
lado, individuos que progridem para a forma clinica da doenca apresentam
elevados titulos de anticorpos, que tendem a diminuir apenas apoés tratamento
efetivo (FUKUTANI et al., 2014; LIMA et al., 2012; SILVEIRA et al., 2010).

Os individuos avaliados no presente estudo nédo foram encaminhados ao
hospital com suspeita clinica de LV, no entanto, apresentavam sintomas
inespecificos, tais como febre, que levaram a necessidade de colheita de sangue
para avaliacao hematolégica. Uma limitacédo do presente estudo é a auséncia de
exame fisico e exames complementares direcionados a suspeita de LV. Dessa
forma, ndo foi possivel classificar os individuos aqui avaliados em sintomaticos
ou assintomaticos em relacdo a doenca. Alguns possuiam titulos de anticorpos

anti-Leishmania spp. elevados ao teste de ELISA, sugerindo que deveriam ser
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melhor avaliados quanto a possibilidade de uma infeccéo ativa, e a necessidade
da realizacdo de IDR. Um fator agravante em relagdo a LV € o longo tempo
decorrido entre o aparecimento dos sintomas e a confirmacao do diagnéstico da
doenca, que pode variar de um a 16 meses (MANSUETO et al., 2014). A suspeita
clinica de LV deve ser considerada quando um paciente proveniente de area de
ocorréncia de transmisséo apresentar febre e esplenomegalia associada ou nédo
a hepatomegalia (BRASIL, 2006). No entanto, se ndo houver uma suspeita
clinica, muitas vezes o diagnostico € inicialmente de febre de origem
desconhecida (MANSUETO et al., 2014). Por ser uma doenca de notificacdo
compulséria no Brasil e com caracteristicas clinicas de evolugcdo grave, o
diagnostico deve ser feito de forma precisa e 0 mais precocemente possivel
(BRASIL, 2006). Entretanto, as falhas nos sistemas de vigilancia e
armazenamento de dados, somadas aos casos assintomaticos néo identificados
e de pacientes que vém a 6bito sem a confirmacgéo da doenca, contribuem para
que a LV seja subdiagnosticada e até mesmo negligenciada (ALVAR et al.,
2012). Assim, o diagndstico sorolégico pode ser uma ferramenta bastante
interessante em areas endémicas (SILVA et al.,, 2011). O critério clinico-
laboratorial para diagnostico de casos humanos suspeitos é baseado na
pesquisa do parasito por exame parasitologico direto, PCR e/ou cultura; ou
avaliacao soroldgica por meio de reacdo de imunofluorescéncia indireta, com
titulo de 1:80 ou superior, excluidos diagnésticos diferenciais (BRASIL, 2006).
A prevaléncia de parasitemia identificada pela técnica de PCR em tempo
real na populacao estudada foi de 0,35%, valor inferior ao observado em outros
estudos conduzidos em areas endémicas, entretanto, a amostragem
populacional deve ser considerada. No experimento em que foi observada
prevaléncia de 17%, os individuos apresentavam sorologia positiva e residiam
em bairros vizinhos a locais com casos humanos de LV confirmados (LIMA et
al., 2012); no estudo em que se constatou prevaléncia de 32% entre individuos
residentes em area endémica no estado de Minas Gerais, uma parcela da
populacdo avaliada residia ha mesma casas de pacientes com LV ou com
histérico de tratamento para LV (SILVA et al., 2013). A amplificacdo de DNA do
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parasito no sangue periférico deve sempre ser interpretada em conjunto com a
apresentacdo clinica do individuo e resultados de outros testes diagndsticos
(RUITER et al., 2014), e ndo necessariamente indica risco de progressdo da
infeccdo para LV. Em estudo prévio, observou-se que apos trés a quatro anos
da realizacédo da técnica de PCR para avaliacdo de LV, nenhum dos individuos
com resultados positivos desenvolveu a doenca (SILVA et al., 2011). Apesar de
alguns autores sugerirem que melhores resultados sao obtidos quando se utiliza
a técnica de PCR em amostras de medula éssea ou aspirados esplénicos (LIMA
et al.,, 2012), pesquisas verificaram que a sensibilidade e a especificidade da
PCR em amostras de sangue e medula 6ssea sao elevadas, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre a utilizacdo dos dois tecidos,
sugerindo que a utilizacao de sangue pode ser melhor, uma vez que néo se trata
de um método invasivo como a coleta de medula 6ssea (RUITER et al., 2014).

No presente estudo verificou-se predominio de infeccdo em individuos do
sexo feminino (80%), refletindo provavelmente o tipo de amostragem, ja que a
distribuicAo sexual da populacdo avaliada era também composta
predominantemente por mulheres (67,6%), divergindo de resultados que tém
associado a ocorréncia de infeccdo por L. infantum a individuos do sexo
masculino (MARZOCHI et al., 2009). No que se refere a faixa etaria, ndo foi
verificada associacdo entre a ocorréncia de infeccdo e a idade. A maior parte
dos individuos infectados possuia entre 19 e 65 anos (adultos), refletindo
também a amostragem populacional, que compreendia 79,6% dos individuos
avaliados dentro desta faixa etaria. Em muitas areas endémicas do Brasil, a LV
€ mais frequentemente observada em criancas (MARZOCHI et al., 2009). Até
aproximadamente a década de 1970, criancas com menos de 10 anos de idade
correspondiam a 80% dos casos (MARZOCHI et al., 2009). Com o passar dos
anos o perfil etario dos individuos com LV tem se alterado, com crescente
namero de individuos adultos infectados (MARZOCHI et al., 2009).

Cerca de 37,7% dos individuos avaliados no presente experimento
apresentavam anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.. Estes podem servir

como marcadores epidemioldgicos de exposicédo ao vetor em areas endémicas
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para LV (PRATES et al., 2012). A marcada resposta imune humoral desenvolvida
apoés exposicdo a saliva do flebotomineo observada neste experimento, em que
elevados titulos de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp. foram detectados na
maior parte dos individuos reagentes ao teste soroldgico, sugere que exposicoes
repetidas ao vetor em seres humanos que vivem em areas endémicas podem
reforcar o estimulo antigénico, conforme previamente descrito (VINHAS et al.,
2007).

A saliva dos flebotomineos contém  varias  substancias
farmacologicamente ativas capazes de interferir com as respostas inflamatorias
e imunolégicas do hospedeiro. Em camundongos, ela pode alterar o padrao de
resposta imune anti-L. infantum de Th1, predominantemente celular e protetora,
para uma resposta do tipo Th2, basicamente humoral e ndo protetora (GOMES
et al., 2002; PRATES et al., 2012). No presente estudo constatou-se que 20,4%
dos individuos apresentavam anticorpos anti-saliva e anti-Leishmania spp., além
de correlacdo moderada a forte entre a intensidade de ambos os titulos,
divergindo de um experimento prévio em que se observou que criangas que
apresentavam titulos de anticorpos anti-Leishmania chagasi ndo desenvolveram
uma resposta imune humoral contra a saliva dos vetores (GOMES et al., 2002).
A presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. sem a ocorréncia concomitante
de anticorpos anti-saliva foi observada em apenas um (0,4%) individuo de nosso
experimento. No estudo mencionado, individuos que nédo apresentavam uma
resposta imune contra as proteinas salivares desenvolveram anticorpos anti-
Leishmania associados com a progressao da doenca (GOMES et al., 2002). No
presente trabalho, como os resultados obtidos foram encaminhados diretamente
ao médico responsavel pelo atendimento hospitalar para que este decidisse a
conduta a ser tomada, e a maioria dos individuos compareceu ao hospital para
uma Unica consulta quando foi colhida a amostra de sangue, ndo tivemos acesso
as informacdes sobre a evolug¢do do quadro clinico dos mesmos, uma limitagao
do presente estudo.

Em 17,3% dos individuos avaliados foi possivel identificar anticorpos anti-

saliva de Lutzomyia spp. sem a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp.
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Uma limitacdo encontrada no presente estudo foi a utilizagcdo de macerado de
glandula salivar de Lutzomyia spp. para obtencdo do antigeno empregado. A
resposta imune ao homogeneizado salivar € complexa, e 0s varios antigenos
podem induzir a um padrao diferente de resposta, variavel de acordo com o
tempo e a intensidade da exposicdo. Apesar de varios estudos terem sido
realizados com a mesma técnica (AQUINO et al., 2010; BARRAL et al., 2000;
GOMES et al., 2002), é possivel que haja reacdo cruzada entre os antigenos
presentes no macerado salivar e antigenos presentes na saliva de outros insetos
(BARRAL et al., 2000), o que pode ter ocorrido em parte dos individuos em que
se observou anticorpos anti-saliva sem a presenca de anticorpos anti-
Leishmania spp. A presenca de anticorpos contra proteinas recombinantes
salivares especificas, LIM17 e LIM11, representa um importante marcador de
exposicao de seres humanos ao flebotomineo Lu. longipalpis (TEIXEIRA et al.,
2010). A proteina recombinante salivar LIM11, ao ser testada em galinhas
expostas a picada de Lu. longipalpis, demonstrou ser um antigeno confiavel, uma
vez que apresentou resultados similares aos obtidos com a utilizacdo de
macerado salivar de Lu. longipalpis como antigeno no teste de ELISA, além de
nao ser reconhecida pelo soro de galinhas expostas a saliva de outros vetores
(SOARES, 2012). Embora exista a possibilidade de ocorréncia de reatividade
cruzada, o estudo citado sugere que a utilizagcdo do macerado salivar como
antigeno pode ser um marcador confiavel de exposicdo ao vetor da LV.
Ademais, esse padréo de resposta imune observado pode ser decorrente
de vérios fatores como a possibilidade de terem sido expostos a flebotomineos
nao infectados pelo parasito, ao tempo necessario para que haja a
soroconversdo apds exposicdo ao parasito, ou ainda ao desenvolvimento de
uma resposta imune predominantemente celular nesses individuos, que mesmo
infectados ndo apresentam anticorpos anti-Leishmania detectaveis (FUKUTANI
et al., 2014; LIMA et al., 2012; SILVEIRA et al., 2010). O desencadeamento de
uma resposta imune celular contra o parasito apds o contato prévio com a saliva
de Lu. longipalpis pode ser decorrente de uma reacao de hipersensibilidade

tardia no local da picada, que pode transformar a lesdo e seu entorno em um
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local indspito para o estabelecimento da infeccédo por Leishmania (PRATES et
al., 2012; VINHAS et al., 2007).

2.1.7. Conclusao

Em funcado da consideravel prevaléncia de exposi¢cdo a Leishmania spp.
em pacientes sem suspeita clinica prévia de LV observada no presente estudo,
fica evidente que a infeccdo por Leishmania spp. pode estar sendo
subdiagnosticada em areas endémicas e, portanto, sugere-se que individuos
atendidos em hospitais sejam melhor avaliados quanto a possibilidade de
infeccdo e posterior desenvolvimento da doenga, uma vez que existem
orientacbes para a confirmacdo de casos suspeitos, as quais devem ser
seguidas. Ainda, a PCR em tempo real de sangue periférico ndo foi eficaz para
o diagnéstico da doenca; e a presenca de anticorpos anti-saliva de flebotomineo

pode atuar como um marcador de exposi¢cdo ao vetor Lutzomyia spp.
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