. —o—‘__'

\\RTVS VNITA FORTIOR,
¢ @ 9

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM PATOLOGIA

DANIELA CRISTINA SENSATO MONTEIRO

PREVALENCIA DE LEISHMANIOSE VISCERAL ASSINTOMATICA
EM DOADORES DE SANGUE, EM AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE NO CEARA.

FORTALEZA
2013



DANIELA CRISTINA SENSATO MONTEIRO

PREVALENCIA DE LEISHMANIOSE VISCERAL ASSINTOMATICA
EM DOADORES DE SANGUE, EM AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE NO CEARA.

Dissertagdao apresentada ao Curso de Pos-
graduacdo em Patologia, da Faculdade de
Medicina (FAMED), da Universidade Federal
do Ceard, como requisito para obten¢do do
grau de Mestre em Patologia.

Orientadora: Prof® Dr’. Margarida M. Lima
Pompeu

Co-orientadora: Prof* Dr®. Danielle Malta
Lima

FORTALEZA

2013



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Saude

Monteiro, Daniela Cristina Sensato

Prevaléncia de Leishmaniose visceral assintomatica entre doadores de sangue, em area
endémica do Ceara / Daniela Cristina Sensato Monteiro. — 2013.

105 f. : il. color., enc. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina,
Departamento de Patologia e Medicina Legal, Programa de P6s-Graduagido em Patologia,
Fortaleza, 2013.

Orientacdo: Profa. Dra. Margarida Maria de Lima Pompeu.

Co-orientacdo: Profa. Dra. Danielle Malta Lima.

1. Leishmaniose visceral assintomatica. 2. Prevaléncia. 3. Doadores de sangue. I. Titulo.




DANIELA CRISTINA SENSATO MONTEIRO

PREVALENCIA DE LEISHMANIOSE VISCERAL ASSINTOMATICA
EM DOADORES DE SANGUE, EM AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE NO CEARA.

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduagdo em Patologia, da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Patologia.

Aprovadaem  / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Margarida Maria de Lima Pompeu (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara-UFC

Prof. Dr. Jeova Keny Baima Colares

Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

Prof. Dra. Maria da Silva Pitombeira

Universidade Federal do Ceara-UFC

Prof. Dr. Prof. Dr. Max Victor Carioca Freitas
Universidade Federal do Ceara-UFC



Ao meu marido Diogenes e aos meus
filhos, Davi e Lara, admiraveis em esséncia,
estimulos que me impulsionam a buscar
vida nova a cada dia. Meus agradecimentos,
por terem aceito se privar da minha
companhia, concedendo-me a oportunidade

de me realizar ainda mais...



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela oportunidade de vida, familia e amigos.

A minha orientadora, Dra. Margarida Maria de Lima, por me aceitar como mestranda,
pela sua amizade e pelas oportunidades que me proporcionou durante o curso, sem elas nao
teria chegado até aqui. Por me entender nos momentos mais dificeis e atravessarmos juntas os
desafios. Serei sempre grata pela realizagao deste sonho. Muito obrigada!

A minha co-orientadora Dra. Danielle Malta Lima, pela ajuda na realizagio deste
trabalho, por sempre me ouvir, por suas palavras de incentivo, paciéncia e dedicagdo.
Obrigada!

A Dra. Maria Jania Teixeira, pelo carinho, amizade verdadeira e atengio! Um exemplo
de competéncia e dedicacdo e contribui¢des imprescindiveis para a realizacdo deste trabalho.

A Dra. Conceigéio Dornellas, pessoa encantadora, que tive o privilegio de compartilhar
alguns momentos e aprender muito. Sempre com muitas ideias. Obrigada!

A Dra. Cristiane Cunha Frota, que gentilmente permitiu que as amostras de DNA
fossem quantificadas no laboratério de Micobactérias, no Departamento de Biomedicina da
UFC.

Ao Dr. Max Victor Carioca Freitas, por colaborar sempre que preciso, com leitura de
contratos, e fornecendo amostras sorologicas para controle. Obrigada!

A diretora do Hemoce, Dra. Luciana Maria de Barros Carlos, pelo incentivo e por
acolher nossa ideia, permitindo a realizagdo deste trabalho.

Aos funcionarios do Hemoce, do setor de Processamento e Sorologia pela colaboragao e
esclarecimentos prestados, em todas as etapas deste trabalho.

A todos os doadores de sangue, pelo gesto nobre! Muito obrigada!

As grandes amigas que surgiram no decorrer desta dissertagdo, a doutoranda Juliana
Montezuma, as mestrandas Raissa de Fontes Matos e Claudénia Praciano, com quem muito
aprendi, pela ajuda na realizagdo deste trabalho, por sempre me ouvirem, obrigado pelo
carinho, palavras, dedicagdo e amizade. Vocés sdo muito especiais!

A Meércia Sindeaux pela amizade e atengdo especial na reta final desta jornada! Muito
obrigada!

A Loraine Correa Matos e José Udevanier Rebougas, pela participagdo e disponibilidade
sempre!

A Débora Cavalcante e Graziely Cavalcante pela amizade, generosidade e disposigdo

sempre que precisei!



Aos meus amigos de laboratorio: Laiane Fernanda, Weberty M. E. Figueiredo, Dyana
Alves, Sayonara de Melo Viana, Priscila Valera Guerra, Jodo Victor Serra Nunes, pela valiosa
amizade e companheirismo.

Aos colegas e amigos de mestrado pela convivéncia e amizade firmada a partir dos
momentos que passamos juntos.

A todos do Laboratério de Parasitologia, no Departamento de Patologia da UFC, onde
foi possivel aprender e crescer como profissional. Obrigado a todos pela convivéncia
agradavel.

A Coordenagdo do Mestrado em Patologia/UFC e aos funcionarios do Departamento de
Patologia e Medicina Legal e, em especial, as secretarias do Mestrado em Patologia, Paula da
Paz Palécio e Mila Aragdo, pela ajuda e apoio em todos os assuntos administrativos.

Aos professores do Mestrado, por contribuirem na aquisicdo de conhecimento a minha
formacgao profissional.

A todos que fazem parte do Laboratério de Biologia Molecular da UNIFOR, onde
realizei meus experimentos moleculares, Dra. Luciana Relly Bertolini, Dr. Marcelo Bertolini,
Igor Sa Carneiro, Ana Karoline da Costa Freire, Kaio Tavares, Débora Rios e Anderson Pinto
Almeida por terem me acolhido de bragos abertos, pessoas maravilhosas que me
proporcionaram momentos de alegria e descontragao.

Ao Fernando Okamoto, da empresa WAMA Diagnosticos, por gentilmente fornecer os
reagentes para a realizag@o dos testes soroldgicos.

Ao meu marido e grande amor, que me apoiou incondicionalmente em todas as etapas
da minha vida e desta jornada, demonstrando paciéncia nos piores momentos, carinho e
principalmente pelo seu amor. Aos anjos da minha vida, Davi e Lara! Vocés sdo o meu
mundo, minha felicidade plena! Obrigada!

Aos meus pais, que mesmo distantes, sempre se fizeram presentes nos momentos mais
distantes. Obrigado pelo amor e carinho durante esta caminhada.

A todos que colaboraram de forma direta ou indireta, na concretizacdo deste trabalho,
com certeza, sem a ajuda de todos vocés ndo seria possivel realiza-lo. Muito obrigada!

A CAPES e ao CNPq, pelo apoio financeiro.



“Ha um tempo em que é preciso abandonar as
roupas usadas, que jd tem a forma do nosso
corpo, e esquecer os nossos caminhos, que nos
levam sempre aos mesmos lugares. E o tempo
da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la,
teremos ficado, para sempre, a margem de nos

mesmos.”’

Fernando Pessoa



RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada um problema de saude publica mundial. Com a
urbaniza¢do da LV, tem sido cada vez mais crescente o nimero de portadores assintomaticos,
em grandes centros, chegando a ter prevaléncia de até 52%. Em diversos lugares do mundo,
tem sido relato a ocorréncia de transmissao de Leishmania, por transfusdo sanguinea. Como
nas areas de transmissdo, os portadores assintomaticos representam um grande contingente, ¢
importante avaliar a possibilidade dos hemoderivados serem um risco em potencial, para a
transmissdo de Leishmania. O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia da LV
assintomatica em doadores de sangue do Hemocentro do Ceard. Para estabelecer a prevaléncia
de LV entre doadores de sangue, foi utilizado creme leucocitario de 438 doadores de sangue,
de Maio a Novembro de 2011. As amostras foram centrifugadas em Histopaque, para
separagdo das células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e do plasma. As CMSP
foram utilizadas para as microculturas, em meio NNN, e para o PCR convencional. O plasma
foi utilizado para a sorologia anti-Leishmania por ELISA, empregando o antigeno de
promastigotas de L. chagasi. As amostras positivas para HIV, Hepatite B e C, Sifilis, HTLV I
e II e Doenga de Chagas, na triagem do Hemoce, foram excluidas do estudo, resultando um N
amostral de 351. Todas foram submetidas a cultura, ELISA ¢ PCR convencional. Foi feito
sequenciamento do DNA de parte das amostras positivas no PCR. A prevaléncia de doadores
assintomaticos foi de 16,5%, sendo 43 (12,2%) pela sorologia e 15 (4,3%) pelo PCR. Destes,
6 (40%) amostras foram sequenciados o0 DNA e todas confirmaram ser do género Leishmania.
Nao foi isolado promastigota de nenhuma cultura. A possibilidade de risco de transmissao de
LV por transfusdo existe, como relatada na literatura. Este risco ¢ mais eminente em pacientes
imunossuprimidos, como criancas abaixo de 6 meses de idade, individuos sob tratamento
imunossupressor ou com AIDS, assim como em pacientes hemodialisados com multiplas
transfusdes. Nos bancos de sangue do Brasil ndo ¢ realizada triagem de rotina para
Leishmania, deste modo, parece ser essencial a recomendag¢do de incluir a triagem para

Leishmania, nos bancos de sangue de areas endémicas de LV.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, assintomaticos, doadores de sangue, Cultura, PCR,

ELISA.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is a public health problem worldwide. The urban transmission of
Leishmania infantum has been growing the prevalence of asymptomatic carriers in large
centers, reaching up 52%. Occurrence of Leishmania transmission by blood transfusion has
been reporting around the world. Asymptomatic carriers represent a large contingent in LV
endemic areas, therefore it is important to evaluate the possibility of blood products as a
potential risk for Leishmania transmission. The aim of the current study was to determine the
prevalence of asymptomatic LV among blood donors of Hemocenter of Ceard. It was used
buffy coat of 438 blood donors, from May through November 2011. The peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and plasma were separated through Histopaque centrifugation.
PBMC were used to perform the microculture in NNN medium and conventional PCR for
detection of the parasite kDNA. Anti-leishmanial antibodies were detected through ELISA.
The positive samples for HIV, Hepatitis B and C, syphilis, HTLV I and II, and Chagas disease
were excluded, resulting in 351 samples that were all analyzed in culture, ELISA, and PCR
tests. DNA sequencing was performed in 6 samples. The prevalence of asymptomatic donors
was 16.5%, with 43 (12.2%) by serology and 15 (4.3%) by PCR. Of these, 6 (40%) samples,
the DNA sequencing confirmed to be the genus Leishmania. The risk of LV transmission by
transfusion exists, as reported in the literature. It is higher in immunosuppressed patients, such
as children under 6 months of age, or adult under immunosuppressive therapy, AIDS patients
as well as in those hemodialysed with multiple transfusions. In Brazil, the blood banks do not
performed routine screening for Leishmania. Thus, the recommendation to include screening

for Leishmania appears to be essential, in blood banks in endemic areas of VL.

Keywords: Visceral leishmaniasis, asymptomatic blood donors, Culture, PCR, ELISA.
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1INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

1.1.1 O Parasito

Leishmanioses sdo infeccbes parasitarias causadas por protozodarios unicelulares,
digenéticos da ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae e do género Leishmania,
transmitidos a mamiferos (incluindo os seres humanos) porfémeas de flebotomineos
(GENARO, 2003; CHENICK et al., 2006, ANTINORI et al.,2012). Assim, séo infeccbes
zoonoticas, afetando outras espécies que ndao o homem, o qual pode ser envolvido
secundariamente, podendo a transmissdo inter-humana ser eventualmente predominante ou
exclusiva (LESSA et al., 2007).

As leishmanias, de ciclo heteroxénico, sdo parasitas intracelulares obrigat6rios de
células do sistema fagocitico mononuclear, e acometem 6rgdos como medula 6ssea, baco,
figado e linfonodos. Possuem dois estagios evolutivos, de acordo com o hospedeiro,
vertebrado ou invertebrado: promastigota e amastigota, respectivamente (GENARO, 2003;
CHENICK et al., 2006, ANTINORI et al., 2012).

No hospedeiro vertebrado, a Leishmania se reproduz dentro do fagolisossomo de

células do sistema fagocitico mononuclear, na forma amastigota que é esférica, imovel e com
tamanho aproximado de 2,5 um de diametro (Fig.1). Junto a bolsa flagelar, encontra-se uma
estrutura denominada cinetoplasto, rica em DNA mitocondrial, o KDNA. As formas
amastigotas estdo adaptadas para resistirem a temperatura do corpo dos
mamiferos(PEARSON & SOUSA, 1996).
No hospedeiro invertebrado, o parasito tem uma forma flagelada, denominada promastigota
(Fig. 2), que é movel, com aproximadamente 15-26 um de comprimento, com cinetoplasto
localizado na extremidade do flagelo, o nucleo é central. A promastigota vive no meio
extracelular, na luz do trato digestivo. Promastigotas crescem em temperatura ambiente
variando de 22°C a 26°C (PEARSON & SOUSA, 1996; CUNNINGHAM, 2002; GONTIJO
& CARVALHO, 2003; RIERA et al., 2008).

Infeccdo por Leishmania pode dar origem a um espectro de doencas, dependendo da
espécie, da viruléncia e do tamanho do inéculo do parasita, assim como da resposta imune do
hospedeiro (PEARSON & SOUSA, 1996).
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Figura 1- Formas promastigotas da Leishmania.

i

Fonte: http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?
infoid=353&sid=6. Acessado em 13/07/2012.

Figura 2- Formas amastigotas da Leishmania.
S

Fonte: http://lwww.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/
Genero_Leishmania.htm. Acessado em 13/07/2011.

1.2Formas Clinicas

As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies do género Leishmania.
Apresentam um amplo espectro de formas clinicas, que podem variar desde uma infecgdo
assintomatica, ou a forma com comprometimento visceral ou a que acomete pele e mucosas
(ROBERTS, 2005). Estas diferencas nas manifestacfes clinicas dependem da espécie
envolvida e da relagdo do parasita com seu hospedeiro (GONTIJO & CARVALHO, 2003).
Portanto, é importante, saber a espéciedo parasita, porque tem implicagdes no tratamento,
bem como na compreensao da epidemiologia e do controle (WHO, 2010).

E importante ressaltar que uma Unica espécie de Leishmania pode produzir mais de
uma sindrome clinica, e cada sindrome pode ser causada por multiplas espécies (PEARSON
& SOUSA, 1996; PEARSON et al., 2000).


http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=353&sid=6
http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm%20acessado%20em%2013/07/2012
http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm%20acessado%20em%2013/07/2012
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1.2.1Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT no Novo Mundo € causada por uma variedade de espécies, sendo 0s principais
agentes etioldgicos a Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e a Leishmania
guyanensis. NoVelho Mundo, as espécies responsaveis pelas manifestacbes da doenca sdo
Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica, Leishmania infantum e
Leishmania donovani (LAINSON et al., 1987; WHO, 2010).

A LT apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas: Leishmaniose cutanea
(LC), Leishmaniose muco-cutanea (LMC), Leishmaniose cutdnea disseminada e a
Leishmaniose cutanea-difusa (LCD).

Pacientes com LC apresentma lesdes na pele etem seu inicio no local de inoculacdo
das promastigotas infectantes, através da picada do vetor, e surgem apds um periodo de
incubagdo que pode variar de 10 dias a trés meses. A lesdo surge como uma papula
eritematosa, que progride lentamente para nédulo ou ulcera com bordos em moldura (Fig.3).
A lesdo primaria geralmente é Unica, quando ocorrem multiplas lesbes, elas sdo provocadas
por vérias picadas pelo flebotomineo ou pela disseminacdo linfatica local. Geralmente, as
lesbes surgem em areas descobertas do corpo, mas podem também ser assintomaticas
(DESJEUX, 2004;GONTIJO & CARVALHO, 2003). Verificou-se que noventa por cento dos
casos de LC ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Peru, Ird, Arébia Saudita e na Siria (DEY &
SINGH, 2006).

A LMC ou espundia (Fig. 4) caracteriza-se por ser uma doenca mutilante, que provoca
a destruicdo da nasofaringe. O acometimento de outras mucosas, que ndo as das vias aéreas
superiores, € excepcional (DESJEUX, 2004, GONTIJO & CARVALHO, 2003). Noventa por
cento dos casos de LMC concentram-se na Bolivia, Brasil e Peru (DEY & SINGH, 2006).

Leishmaniose cutanea disseminadacaracteriza-se pelo aparecimento de maultiplas
lesbes papulares e acneiformes (semelhantes a acne),envolvendo varias partes do corpo,
inclusive a face e o tronco, distantes do sitio de inoculacdo primaria (Fig.05).Pode haver
febre, dores musculares, mal-estar geral e emagrecimento. As lesdes podem ser numerosas,
mas respondem ao tratamento.A forma cutanea disseminada apresenta a imunidade celular
preservada(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994;GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A LCD é uma doenca de longa duracdo, devido a uma resposta imunitaria celular
deficiente. Apresenta lesdes nodulares disseminadas por toda a pele e que ndo ulceram e ndo

cicatrizam espontaneamente e sdo classicamente refratarias ao tratamento medicamentoso
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(Fig. 6). Alguns pacientes apresentam facies leonina, assemelhando-se a hanseniase
virchowiana. (DESJEUX, 2004, GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Figura 3- Paciente com leishmaniose cutanea.Figura 4- Paciente com leishmaniose mucosa.

Fonte: Dr. Anastacio Queiroz Fonte: Dr. Anastacio Queiroz

Figura 5— Paciente comleishmaniose cuténea
disseminada. Figura 6— Forma cutanea difusa.

Fonte: Dr. Anastacio Queiroz

1.2.2Leishmaniose Visceral (LV)

A primeira descricdo da LV foi feita na Grécia em 1835, onde anteriormente era
conhecida como “ponos” ou "hapoplinakon”. Em 1869 foi denominada na india de “Kala-
jwar” (febre negra) ou “Kala-azar” (Calazar) em virtude do escurecimento da pele que ocorre
durante a doenca (MARZOCHI, 1981; JERONIMO et al.,2005).

O primeiro relato de LV no Brasil ocorreu em 1934, onde, em cortes histolégicos de
figado de pessoas que morreram com suspeita de febre amarela, foram encontradas as formas
amastigotas (PENNA, 1934; GONTIJO & MELO, 2004). O primeiro surto de LV ocorreu 20
anos depois, em Sobral no Ceara (GONTIJO & MELO, 2004; SOUZA, 2009).
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A LV é causada por parasitas pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que
inclui L. donovani, no Velho Mundo, e L. infantum (sinbnimo de L. chagasi), no Novo
Mundo. Com base na sequéncia do genoma, caracteristicas biologicas e as manifestacdes
clinicas semelhantes da doenca, as especies, anteriormente referidas como L. chagasi e L.
infantum, passaram a ser consideradas L. infantum chagasi (MAURICIO et al.,1999; LIMA et
al., 2012).

LV ¢ a forma mais grave das leishmanioses. Leishmania infantum chagasi produz um
espectro de quadros clinicos, que pode variar desde a forma assintomatica, uma infeccéo
geralmente  auto-resolutiva, até a doenca cronica, caracterizada por febre,
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e emagrecimento. Ela pode ser fatal na
maioria dos casos sintomaticos, se ndo tratado. E, em pacientes que receberam tratamento, a
mortalidade pode chegar a 10% (BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992; DESJEUX,
2004; DEY & SING, 2006).

O periodo médio de incubacdo da LV é de 2 a 6 meses (HERWALDT, 1999;
MURRAY et al.,2005), mas é bastante variavel, podendo ser curto como 10 dias ou longo,
como 34 meses (PEARSON & QUEIROZ, 1996) ou até varios anos (HERWALDT, 1999;
MURRAY et al., 2005).

A LV é caracterizada por uma classica triade clinica constituida por febre irregular,
palidez e esplenomegalia (MICHEL et al., 2011). Pode ser classificada como assintomatica,
oligossintomatica (subclinica), aguda e cronica, que podem evoluir para a forma grave
(GAMA et al., 2004).

Na forma assintomatica, os individuos aparentemente saudaveis, sem sintomas
encontram-se infectados pela Leishmania. Esta forma é detectada pela resposta imunoldgica
especifica para antigenos de Leishmania (sorologia com baixos titulos ou intradermorreacao
de Montenegro positiva), ou pela deteccdo do parasito, em PCR ou isolado em cultura.
Geralmente é encontrada em individuos residentes em areas endémicas da doenca (HO et al.,
1982; BADARO et al.,1986; EVANS et al., 1992; SHARMA et al., 2000; COSTA et al.,
2002; FAKHAR et al., 2008; MICHEL et al., 2011).

Em 1974 o termo “infeccdo assintomatica” foi utilizado pela primeira vez em um
estudo realizado na Italia, usando o teste cutaneo (PAMPIGLIONE etal., 1974). No Brasil, 0
termo foi utilizado em 1984 (BADARO et al., 1986).

O numero de portadores assintométicos é muito mais elevado do que o nimero de
pacientes com a doenga manifesta. Sua prevaléncia tem sido relatada variando de 30 a 73,4%

(Tabela 1). A maioria dos portadores assintomaticos apresenta infeccdo auto resolutiva,
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apenas 12-20% deles desenvolvem a doenca. Caracteristicas, inerentes ao parasito, bem como
ao hospedeiro, parecem estar implicadas na defini¢do da evolucdo. O estado geral de saude e a
condicdo fisiologica do hospedeiro mostram influencia na progressdo da doenca, podendo ser
observada, por exemplo, pela alta incidéncia de LV em criancas e idosos (JERONIMO et al.,
2000; SINGH et al., 2002; OLIVA et al, 2006; BARAO et al., 2007; BANULS et al, 2011;
DAS et al., 2011; MARTINEZ et al, 2011; JIMENEZ-MARCO et al, 2012). A viruléncia da

cepa também € outro aspecto relevante na determinacdo da manifestacdo. (HIDE et al., 2013).

Tabela 1-Infeccbes assintomdticas em algumas das &reas endémicas para Leishmania, no Sul da Europa e na

Ameérica do Sul.

Pais Técnicas N° Resultados Autores
habitantes (%)
testados
SUL DA EUROPA
Franca, Alpes LST 237 30 Marty et al.;
Maritimes 1992
Franca, Alpes LST/WB 50 32/38 Marty et al.;
Maritimes 1994
Franca, Alpes LST/WB 47 46,8/42,5 Marty et al.;
Maritimes 1995
Espanha, Provincia LST 1286 44 Acedo Sanchez
Malaga et al.;1996
Espanha, Provincia LST 1258 42,4 Morillas et al.;
Malaga 1996
Espanha, Regido LST 184 52,8 adultos/ Moral et al.;
Alacanti 11,5 criangas 2002
Espanha, Seville IFAT 95 24 Martin-Sanchez
et al.; 2004
Area de Marseille PCR 81 58 Mary et al.;
2006
AMERICA DO
SUL
Brasil, Bahia LST/ELISA (SLA) 135 45/27  D’Oliveira et
al.; 1997
Brasil, Rio Grande LST/ ELISA (SLA) 345 38.6% / 24,6 Limaetal,;
do Norte 2012.
Brasil, Piaui LST/ELISA (SLA) 167/168 50/13,9 Werneck et al.;
2002
Brasil, Maranhdo LST/ ELISA (RK39) 1520 61,1/19,4/19,7 Nascimento et
[ELISA(SLA)/ al.; 2005
Brasil, Minas Gerais ELISA(SLA)/ 1875 2,8/149/ Dos Santos
ELISA(rK39/gPCR 147 Marques et al.,
2012
Brasil, Para (Belém) LST e/ou IFAT 120 73,4  Silveiraetal;
2010

Fonte: Adaptado de MICHELet al.,,

Western Blot.

2011.ELISA -

Ensaio imunoenzimatico;
imunofluorescéncia indireta; LST —Teste de pele para Leishmania;PCR — Reacdo em cadeia da polimerase;WB -

IFAT — Teste de

O papel dos portadores assintomaticos infectados com Leishmania, na cadeia de

transmissdo, ainda ndo estd bem estabelecido. Esse fato, talvez possa explicar porque o
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controle da doenca estabelecido pelo Ministério da Saude (MS)ndo seja eficaz, tendo em vista
que as medidas de controle levam em conta o cdo, como principal reservatério da Leishmania
infantum. Desse modo, a possibilidade de transmissdo do parasita por portadores
assintomaticos deve ser melhor avaliada (COSTA et al., 2002; DAS et al., 2011; SILVA et
al., 2011).

A forma oligossintomatica, ou subclinica, ocorre também em individuos residentes em
areas endémicas, e acomete principalmente criancgas. O quadro clinico € discreto e 0s sintomas
sdo febre, diarreia, tosse, mal-estar, hepatomegalia leve, esplenomegalia e, eventualmente
ligeiras alteragbes laboratoriais (BADARO et al.1986). A associacio de febre,
hepatomegalia, hipergamablobulinemia e aumento da velocidade de hemossedimentagéo
(VHS) pode ser preditivo de LV oligossintomatica (GAMA et al., 2004). Aproximadamente
25% dos oligossintomaticos evoluem para LVativa e 0s demais controlam a doenca
(BADARO et al.,1986).

Na forma aguda da doenca, a manifestacdo dos sintomas é abrupta. A maioria dos
casos inclui febre, com duragdo inferior a quatro semanas, palidez cutaneo-mucosa e
hepatoesplenomegalia. O estado geral do paciente fica comprometido, o bago geralmente nao
ultrapassa a 5 cm do rebordo costal esquerdo. Frequentemente, esses pacientes apresentam
tosse e diarreia. A ocorréncia de esplenomegalia e leucopenia distingue a forma aguda da
oligossintomaticas, e estd presente em praticamente 100% dos casos de LV aguda
(PEARSON & QUEIROZ, 1996; MS, 2006).

A LVcronica apresenta longa evolugdo. Os sintomas sdo bastante diversos, comec¢ando
com febre irregular, perda de peso e aumento de figado e baco (Fig.7) que persistem por
meses. A esplenomegalia (Fig.8) é bastante proeminente, frequentemente mole a palpacao,
podendo se complicar, enquanto a hepatomegalia € menos marcante. Apresentam anemia
(normocitose e normocromia), geralmente trombocitopenia e neutropenia, refletindo um
quadro de comprometimento da medula dssea e sequestro esplénico. O aumento das enzimas
hepaticas também pode ser observado. Os doentes apresenta caquexia, podendo ocorrer
sangramento gengival, petéquias e outros sangramentos (BADARO et al.,1986; PEARSON &
QUEIROZ, 1996; GAMA et al., 2004;MALTEZOU, 2000). Linfanedopatia é bastante
observada no Sud&o, na China e no Brasil (PESSOA & MARTINS, 1982; BARRAL et al.,
1992).

A LV grave é uma manifestacdo que pode ocorrer em pacientes com a forma aguda ou
cronica. Segundo os critérios do Ministério da Salde, deve ser considerado grave, todo

paciente com idade inferior a seis meses ou maior que 40 anos, com desnutri¢cdo grave e co-
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morbidades ou uma das manifestacBes clinicas: ictericia, fendmenos hemorragicos (exceto
epistaxe), anasarca, sinais de toxemia (letargia, ma perfusdo cianose, taquicardia ou
bradicardia, hipoventilagdo ou hiperventilacdo e instabilidade hemodinamica) pode ocorrer
disfuncdo hepatica, ictericia e ascite, apresentando alto risco para outras infec¢fes, como otite
média, infeccbes gastrointestinais, pneumonia e complicagfescomo septicemia e sangramento
(MS, 2005). Recentemente, foi construido dois modelos de sistema de prognostico de risco de
morte, baseado em escores, onde a cada manifestacdo clinica ou laboratorial é atribuida um
peso. O estudo de validagdao desse modelo, identificou que os pacientes com pontuagdo > 4,
baseados apenas nos critérios clinicos, ou com pontuagdo > 6, nos critérios clinicos e

laboratoriais, s&o 0s que apresentam risco aumentado de evoluir para ébito (MS, 2011).

Figura 7- Criancas apresentando aumento de Figura 8 - Paciente com LV e esplenomegalia
figado e baco.
T

Fonte: MURRAY et al., 2005.Fonte: GRIENSVEN&DIRO, 2012.

A LV vem se tornando uma importante infeccdo oportunista, em pessoas com infec¢do por
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e, nesses casos, infeccdes no trato gastrointestinal e
respiratorio sdo frequentes (HERWALDT, 1999; GONTIJO & MELO, 2004; MURRAY et
al.,2005 ; ALVAR et al.,2008; GRIENSVEN & DIRO, 2012).

A LV pode mimetizar outras doengas que apresentam sinais e sintomas comuns, tais
como Doenca de Chagas Aguda, Maléria, Esquistossomose Aguda, Febre Tifoide, Cirrose
com Hipertensdo Portal, Tripanossomiase Africana, Salmonelose Septicémica Prolongada e
Tuberculose. Desse modo, o diagndéstico clinico da LV é considerado complexo (GONTIJO &
MELO, 2004; SINGH & SIVAKUMAR, 2005).
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Para controle e tratamentoadequadoda LV, faz-se necessario um diagnostico precoce
dos casos. Como a maioria das drogas leishmanicidas sdo toxicas, € importante que haja a

confirmacéo do diagnostico por exames laboratoriais (DAVIES et al, 2003).

1.3Epidemiologia

A leishmaniose é considerada uma das doencas negligenciadas, sendo endémica em 98
paises, nos quatro principais continentes (Fig.9). Constitui um grande problema de salde
publica, afetando principalmente os mais pobres, nos paises em desenvolvimento (WHO,
2010).

A prevaléncia da leishmaniose é de 12 milhdes de casos em todo o mundo, ocorrendo
cerca de dois milhdes de novos casos anualmente, dos quais 500 mil sdo de leishmaniose
visceral, e 350 milhdes das pessoas encontram-se em risco de contrair a doenca (BASTIEN,
2011).

Noventa por cento, dos casos de LV relatados, ocorrem em Bangladesh, Brasil,
Etidpia, india, Nepal e Suddo. Acredita-se que, dos casos estimados, apenas 600.000 sio
relatados, pois dos 98 paises onde a doencga existe em apenas 33 deles é obrigatério o
preenchimento dos relatérios e notificacdo da doenga. Por conta disso, o nimero real de casos
é desconhecido (WHO, 2008).

Figura 9 -Distribui¢do da Leishmaniose visceral no mundo, 2009.

Distribuicdo da Leishmaniose visceral no Mundo - 2009

Numero medic de de casos reportados,

2005 - 203,
] . . L 1000 I Casos anteriormente reportados
i * 1000- 4559 Nenhum ceso reportado
® 5000 - 24533
»=2 5000

Fonte: http://www.who.int/tdr/dw/leish_map.htm.


http://www.who.int/tdr/dw/leish_map.htm
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A epidemiologia destas doencas é complexa, com ciclos antro-zoonéticos envolvendo
uma grande diversidade de vetores flebotomineos e de reservatdrios mamiferos, dependendo
das espécies de Leishmania (ASHFORD, 2000).

Nos ultimos 10 anos, grandes descobertas cientificas, na area de diagndstico,
tratamento e prevencdo da leishmaniose, tém sidorelatadas, mas programas de controle em
funcionamento sdo raros, e os indices de mortalidade e morbidade da leishmaniose no mundo

continuam preocupantes (WHO, 2010).

1.3.1 No Brasil

O primeiro caso de LV no Brasil foi relatado por Migone, em 1913, através de um

material de necrdpsia de uma paciente da cidade de Boa Esperanca, Estado do Mato Grosso
(MIGONE, 1913; ALENCAR, 1983; GRIMALDI JR, 1993; SOUZA, 2009).
Nas Américas, o Brasil responde por 90% dos casos registrados de LV, e corresponde ao
terceiro maior foco de LV no Mundo (MS, 2008). Mas, diferentemente de alguns outros focos
de LV nas Américas, no Brasil os casos sdo obrigatoriamente notificados e os dados de
vigilancia sdo mais completos (BERN et al.,2008). De acordo com a Portaria SVS/ MS N° 5,
de 21 de fevereiro de 2006, todo caso de LV é de notificacdo obrigat6ria e deve ser realizada
em até 48 horas, com isso 0 objetivo € reduzir a taxa de letalidade e o grau de morbidade,
através do diagndstico e tratamento precoces dos casos, e tomada de medidas de prevencdo e
controle (MS, 2006).

No Brasil,no periodo de 1980 a 2005, foram notificados 59.129 casos de LV, sendo que
82,5% na regido nordeste do pais (MAIA-ELKHOURY et al., 2008, HARHAY et al.,
2011).Na década de 1980, o Brasil apresentava uma incidéncia média de 1.500 casos por ano
e, entre 2000 e 2006, passou para uma média de mais de 3.000 casos por ano. No periodo de
1990 a 2010, o maior numero de casos aconteceu no ano de 2000 com 4.858 casos
confirmados no pais (Fig.10).
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Figura 10 - Casos confirmados e incidéncia de LV no Brasil, 1990 a 2010.

jura 1. Casos confirmados e incidéncia de leishmaniose visceral no Brasil, 1990 a 2010*
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Crados sujeitos 2 revisdo.
*Atualizado em 23/07/2011

Fonte: Ministério da Salide/SVS, 2011.

Desde o0 ano de 1999, o Brasil tem mostrado um aumento acentuado no nimero de
casos de LV (Fig. 11), com a doenca espalhando-se para o sul e para o leste dos estados de
Sao Paulo e Mato Grosso do Sul. A doenca é encontrada em quatro das cinco regibes
brasileiras. (DE CAMARGO-NEVES et al., 2003; ROMERO et al., 2010; ANTINORI,
2012).

Figura 11- Expanséo da LV no Brasil, 1980-2009.
1981 1980-1989

Fonte:Adaptado de HARHAY et al., 2011. Pontos mostramcidades com 100.000
habitantescom mais de 10 casos de LV por ano.
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O maior numero de casos ocorreu, inicialmente, nas areas rurais pobres do Nordeste
(BERN et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2009), que é responsavel por 70 a 90% dos
casos LV. No inicio de 1980, ocorreu a primeira epidemia urbana em Teresina, seguida por
surtos em Sdo Luis, Natal, Fortaleza e em outros grandes centros, como Belo Horizonte e
Campo Grande (COSTA et al., 1990; WHO, 2002).

Os surtos urbanos de LV foram atribuidos a migracao de familias das &reas rurais para
as favelas de areas peri-urbanas das grandes cidades, por causa da seca, perda de terras
agricolas e da pobreza (ARIAS et al, 1996; COSTA et al., 2005; WERNECK et al., 2007;
BERN et al, 2008).

Os principais fatores de risco da ocorréncia de epidemias de LV, nos grandes centros
urbanos, sdo o rapido crescimento de favelas densamente povoadas, degradacdo ambiental,
condicdes de vida precarias, lixos acumulados, falta de saneamento basico, o convivio muito
préximo homem/reservatdrio (cdo), aumento da densidade do vetor, desmatamento acentuado,
e aumento dos portadores assintomaticos (COSTA et al., 2005; MONTEIRO, et al., 2005;
WERNECK et al., 2007).

1.3.2 No Ceara

No Ceara, no periodo de 1932 a 1948, foram diagnosticados “post-mortem”, pelo

Servico de Viscerotomia do Servico Nacional da Febre Amarela, os primeiros 132 casos de
LV. Os primeiros casos eram dos municipios de Senador Pompeu, Jaguaruana, Mombaca e
Ipu (ALENCAR, 1953; GONCALVES,2010).
O Ministério da Saude (MS) classifica as areas de transmissdo em quatro niveis, de acordo
com a média de casos dos Ultimos trés anos: area sem transmissdo, area com transmissao
esporadica (>0,1 e <2,3 casos), area de transmissdo moderada (>2,4 e <4,3 casos) e areas de
transmissdo intensa (>4,4 casos). Essa Ultima foi subdividida em trés niveis: transmisséo
intensa baixa (>4,4 e <16,9), transmissao intensa média (>17,0 e <55,6) e transmissao intensa
alta (>55,7), (CEARA, 2009).

No periodo de 2006 a 2008, de acordo com a classificacdo epidemioldgica adotada
pelo Ministério da Sadde, 131 municipios do Ceara apresentaram transmissdo de LV, dos
quais 24% (32) sao considerados prioritarios para servi¢os da vigilancia e controle vetorial e
de reservatdrios domésticos. Destes prioritarios 15 sdo de transmissdo intensa, 17 de
transmissao moderada e 99 municipios com transmissdo esporédica (BRASIL, 2009).



30

O Ceara apresenta 21(11,4%) municipios com transmissdo intensa, 24 (13%) com

transmissao moderada, 97(52,7%) com transmisséo esporadica e 42 (22,8%) sem transmissao
de casos. Entre os municipios com transmissdo intensa, 13 (61,9%) estdo com intensa baixa,
07 (33,3%)intensa média e 01 (4,8%) intensa alta (CEARA, 2012).
No periodo de 2000 a 2009 a LV no Cear4 acometeu todas as faixas etarias, mas podemos
destacar um aumento proporcional significativo em menores de 4 anos de idade. No ano de
2009 estes representavam 40% dos casos, ocorrendo também um aumento em pacientes acima
de 60 anos (CEARA, 2010).No ano de 2006 ocorreu a maior incidéncia com 796 casos
(Fig.12). No periodo de 2001 a 2012 foram confirmados 6.016 casos no Ceard. (CEARA,
2012). Ja em 2012, foram notificados 396 casos, sendo confirmados 161 em 49 municipios,
com 16 6bitos (CEARA, 2012). Os municipios com maior nimero de casos confirmados
foram Fortaleza com 49 casos, Sobral 21, Coreau 11, Camocim 06 e Juazeiro do Norte 05
(CEARA, 2012).

Figura 12 - Casos confirmados de incidéncia de LV no Cear4, 1986 a 2012.

Casos Confirmados e Coeficiente de incidéncia de leishmaniose visceral no Ceara, 1986 a 2012%*
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Fonte: Ministério da Sadde/SVS
*Dados  sujeitos 3 revisdo,
Atualizado em 28/08/2012

Fonte: CEARA, 2012

1.3.3 Fortaleza

A cidade de Fortaleza possui 313 Km? e uma populacdo de 2.452.185 habitantes (IBGE,
2010). A populacéo da cidade esta desigualmente distribuida em 116 bairros (GONCALVES,
2010).

Em 1° de janeiro de 1997 foram criadas as Secretarias Executivas Regionais (SER) pela Lei

n° 8.000, e modificaram a gestdo da cidade, que foi dividida em seis regides (Fig. 13), cada



31

uma delas com bairros circunvizinhos, com semelhangas em termos de necessidades e
problemas. E uma cidade heterogénea, com grandes desigualdades sociais; cerca de um tergo

da populacdo mora em favelas, que se distribuem em todos os bairros da cidade (ANEXO A).

Figura 13 - Municipio de Fortaleza e sua distribuigdo em Secretarias Executivas

Regionais (SER).
) =
L SER | jf ‘*’
/‘ -f _k

— B
Fonte: Prefeitura Municipal de Fortaleza.

Em Fortaleza, no periodo de 2001 a 2007 foram notificados 1.052 casos de LV, sendo
65,1% do sexo masculino, onde as regionais SER Il e SER | obtiveram a maior concentracao
dos casos com 1.006 casos notificados, representando 50,6%. Neste periodo foram registrados
51 6bitos por LV (LIMA & BATISTA,2009).

S&o poucos os estudos de LV no Ceard, mas de acordo com um estudo transversal
(ALBUQUERQUE et al., 2009), realizado na cidade de Fortaleza no periodo de Janeiro de
2001 a Dezembro de 2006, 1.376 casos de LV no periodo foram registrados e pode se
observar que 65% dos casos eram do sexo masculino, a faixa etaria predominante foi de
criancas de 4 a 5 anos, e jovens na faixa de 25-26 anos (Fig. 14). No ano de 2012, com dados
ainda ndo encerrados pela Secretaria da Saude, 60% dos casos pertencem ao sexo masculino
(CEARA, 2012).

Figural4-Casos confirmados de LV em Fortaleza, por distribuicao de idade, no periodo de Janeiro de
2001 aDezembro de 2006.



32

Distribuicdo etaria dos casos confirmados de Leishmaniose visceral, Fortaleza, Ceara, Brasil, Janeiro de 2001 a Dezembro de 2006
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Fonte: ALBUQUERQUE et al., 20009.

Em 2009, o municipio de Fortaleza registrou 236 casos, seguido de Caucaia com 39,
Maracanal com 35 e Sobral com 32 casos (BRASIL, 2011).

Em 2011, os municipios com maior nimero de casos confirmados foram Fortaleza
com 272 casos, Sobral com 62, Caucaia com 47, Maracanau 19, Granja 17, Nova Russas 12,
Canindé 10, Ipueiras, Juazeiro do Norte e Maranguape 09, Mauriti e Milagre 08(CEARA,
2012).

Em 2012 dos 396 casos notificados, Fortaleza confirmou 49 casos, Sobral 21,
Maracanat, Coreau 11, Camocim 06 e Juazeiro do Norte 05 (CEARA, 2012). Segundo
informe epidemiol6gico de 2012, a cidade de Fortaleza possui uma transmissdo intensa alta
(>55,7casos), € 0s municipios de Caucaia, Juazeiro do Norte, Sobral, Barbalha, Maracanad,
Crato e Canindé possuem transmisso intensa baixa(>4,4 e <16,9casos)(CEARA, 2012).

A incidéncia de LV em Fortaleza no periodo de 1995 a 2008 mostra que, a partir de
2005 ocorreu um aumento gradativo e continuo da doenca, evidenciando o carater epidémico

da doenga em Fortaleza (Fig.15).

Figura 15- Distribuicdo temporal das taxas de incidéncia anual de LV, Fortaleza, Ceara, 199 — 2008.
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Fonte: GONCALVES, 2010.

1.4 Transmissao

A transmissdo da LV pelo vetor é a forma mais comum, mas existem outras formas de
transmissdo: transfusional, congénita, atraves de drgédos transplantados, por compartilhamento
de agulhas em usuérios de drogas, por contato sexual, em acidentes de laboratdrio e
transmissao pessoa-pessoa. Em areas endémicas, a transmissdo por outros meios parece ser
irrelevante (SINGH, 2006; DEY & SINGH, 2006).

1.4.1 Transmissao pelo Vetor

A transmissdo da Leishmania ao homem ocorre pela picada de flebotomineofémea, do
género Lutzomyia no Novo Mundo, ou Phebotomus no Velho Mundo. Existem cerca de 30
espécies dos géneros Phletobotomus e Lutzomyia que foram identificadas como vetores da LV
(HERWALDT, 1999; PEARSON & QUEIROZ, 1996). Séo pertencentes da ordem Diptera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (ALBUQUERQUE et al., 2009).
Os flebotomineos (Fig.16) sdo dipteros hematéfagos de aproximadamente 2-3 mm de
comprimento, com pernas longas e delgadas e possuem o corpo densamente piloso.
Costumam manter suas grandes asas eretas dirigidas para trds e para cima, mesmo em
repouso, o que o diferencia de outros dipteros. Mantém a cabeca fletida para baixo e tem
como caracteristica um voo curto e baixo, tipo saltitante. Sua coloracdo é de cor clara
(castanho claro ou cor de palha) (CAMARGO & BARCINSKI, 2003) e é popularmente
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conhecido como mosquito palha, tatuquiras, birigui(LIMA et al., 2009). O flebotomineotem
habito noturno(REBELO, 2001).

Figura 16 -Flebotomineo Lutzomia longipalpis se alimentando.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg

Flebotomineos fémeas sdo responsaveis pela transmissdo das leishmanioses, pelo fato de seu
aparelho bucal estar adaptado para picar a pele de vertebrados e sugar o sangue. Quase todas as
espécies precisam de uma refeicdo de sangue (repasto sanguineo) para o desenvolvimento de
seus ovos. Ja 0s machos sao vistos ocasionalmente com sangue no estdmago, mas, como suas
pecas bucais sdo muito mal desenvolvidas para provocar lesdes na pele, presume-se que 0
sangue tenha sido retirado de uma ferida da pele, portanto, ndo desempenham qualquer papel
na transmissao das leishmanioses (WHO, 2010).

No Brasil, duas espécies atualmente estdo relacionadas com a transmissdo da LV: Lutzomya
longipalpis e Lutzomya cruzi. A primeira é a principal responsavel pela transmissao e possui
ampla distribuicdo em quatro regides do Brasil: Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste; a
segunda foi descrita no final de 1990, como vetor na cidade de Corumba, Estado do Mato
Grosso do Sul. L.longipalpis era inicialmente uma espécie silvestre e, agora, esté adaptada em
ambientes urbanos, no peridomicilio (OLIVEIRA et al., 2008).Alimenta-se em grande
variedade de hospedeiros vertebrados, comoanimais silvestres e domésticos, aves e homem.
Apos o flebotomineo picar um animal ou ser humano infectado, ingere formas amastigotas
presentes no citoplasma de macrdfagos presentes na derme do hospedeiro. A leishmania entéo
se multiplica no intestino do flebotomineo e torna-se infecciosa de 8 a 20 dias, ap0s 0 repasto.
Quando esse flebotomineo infectado pica um segundo hospedeiro, as formas promastigotas
sdo liberadas e depositadas no local da picada. Macrofagos fagocitam estas promastigotas,
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que sobrevivem dentro do fagolisossoma, onde se transformam em amastigotas e irdo se
proliferar por divisdo binaria, até provocar a lise das células hospedeiras e invadir outros
macrofagos. O ciclo termina quando outro flebotomineo for se alimentar no hospedeiro
infectado, levando a infeccdo para outro hospedeiro (Fig. 17) (MURRAY et al., 2005;
SINGH, 2005).

O cdo domeéstico é o principal reservatorio animal, mas outros animais selvagens como a
raposa, desempenham um papel importante na transmissdo silvestre (ROMERO
&BOELAERT, 2010).

Figura 17 - Ciclo hiolégico da Leishmaniose.

Amastigota intracelular

Fagolisossomo/
g

\ Proliferacdo

Reinvasdao

Ligagdo

\ Picada do flebotomineo Picada do flebotomineo
\ Promastigotas
metaciclicas
S
< B——~ Amastigotas
e

Proliferagdo no intestino
Nature Reviews | Microbiology

Fonte: CHAPPUIS, 2007.

1.4.2 Transmissdo Transfusional
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Transfusdo sanguinea, transmitindo leishmaniose, tem sido reportada em muitos paises
(Tabela 2), podendo-se destacar a Franca, Suécia, Bélgica, Reino Unido, Brasil e a india
(DEY & SINGH, 2006). A LV faz parte de um grupo de doencas, em que o potencial de
transmissédo transfusional e sua relevancia ainda néo se encontram bem definidos (PROIETTI
et al., 2007).

O primeiro relato de transmissdo de leishmaniose, através de transfusdo sanguinea,
ocorreu em 1948, na China, quando uma mée infectada, assintomatica,doou 20 ml de sangue
para suas duas filhas de quatro e seis anos, como uma profilaxia para a prevencdo do sarampo.
Apo6s alguns dias, a mée apresentou febre, palidez e distensdo do abddémen e recebeu o
diagnostico de calazar um més depois. As filhas desenvolveram a doenca nove e dez meses
apos a transfusdo (CHUNG et al., 1948) (Tab. 3)

Em 1991 a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) levantou a questdo de que existe a
possibilidade de transmissdo de Leishmania através de doadores de sangue (WHO, 1991).

Para que ocorra a transmissdo da Leishmania, através de transfusdo sanguinea, é
necessario que o doador com LV assintomatica apresente parasitas no sangue periférico e que
0 parasita sobreviva ao processamento e armazenamento dos bancos de sangue.

No Brasil, a legislagéo brasileira de Hemoterapia, sob a resolugdo RDC n°153 de 2004
realiza em sua rotina nos bancos de sangue, sorologia para Doenca de Chagas, Hepatites B e
C, Sifilis, HTLV 1 e I, HIV | e Il, ndo sendo realizada sorologia para LV e nem para outros
patdgenos preocupantes como citomegalovirus, Epstein-Barr, Parvovirus B19, e também
algumas doencas emergentes como Gripe Avidria e a virose do Oeste do Nilo (URIAS et al.,
2009; PROIETTI et al., 2007).

Estudos in vitro (GROGL et al., 1993; PARAGUAI DE SOUZA et al., 2001; DEY
& SINGH, 2006) mostraram que L. tropica tem a capacidade de sobreviver em condicdes de
armazenamento do banco de sangue, e manter sua infectividade e transmissibilidade por
transfusdo, testadas em animais experimentais saudaveis. Foi recuperado parasito viavel do
sangue total, apdster sido mantido,sob condigdes de banco de sanguea 4°C,por 15 dias;da
fracdo de globulos vermelhos, mantidos por 25 dias, e da fragdo de globulos vermelhos,

congelados com glicerol por 30 dias.

Tabela 2 - InfecgBes assintomaticas relatadas na literaturaentre doadores de sangue.



37

ANO | PAIS | N° | METODOLOGIA | PREVALENCIA | AUTORES
1991 Italia 374 HI 10 (2,7%) Federico et al.; 1991
1997 Franga 463 WB 61 (13,2%) Kubar et al., 1997
Cultura 9 (1,9%)

1997 Brasil 1500 ELISA (FML) 135 (9,0%) Luz etal., 1997

1999 Franca 576 wB 76 (13,4%) Le Fichoux et al.,
Cultura 9 (1,5%) 1999.
PCR 9/73 (12%)

2000 Brasil 1194 ELISA (FML) 21(1,75%) Otero et al., 2000.
Dot Blot 9/21 (43%)
PCR 5/21 (24%)

2003 Espanha 656 ELISA 16 (2,4%) Riera et al., 2004
WB 50 (7,6%)
Cultura 27/122(22,1%)
Nested PCR 3/122 (4,5%)

2003 Grécia 2000 WB 304 (15%) Kyriakou et al., 2003.
PCR 34 (1,7%)
CF 33 (1,65%)

2005 Italia 500 ELISA 0 (0%) Colomba et al.; 2005
IFAT 0 (0%)

2008 Espanha 1437 WB 44 (3,1%) Riera et al., 2008.
Cultura 2/304 (0,6%)
Nested PCR 304 - 18 (5,9%)

2008 Italia 1449 IFAT 11 (0,75%) Scarlata et al., 2008.
PCR 4/11 (36,4%)

2009 Brasil 421 IFI 23 (5,5%) Urias et al., 2009.
K39 0/23 (0%)

2011 Italia 162 IFAT 20 (12,34) Tordini et al., 2011.
PCR 11 (6,8%)
Nested PCR 0/55 (0%)

2011 Brasil 700 ELISA (FML) 38 (5,4%) Fukutani, 2011.
PCR 28/38 (73%)
PCR tempo real 3(0,4%)

2012 Turquia 188 IFAT 12 (6,4%) Ates et al., 2012.
ELISA 1 (0,5%)
K39 0 (0%)
WB 03/12 (25%)

Fonte:O autor.CF — Citometria de fluxo; ELISA — Ensaio imunoenzimatico; HI —Hemaglutinagdo indireta; IFAT
— Teste de imunofluorescéncia indireta; K39 — Teste imunocromatografico K39; PCR — Reacdo em cadeia da
polymerase;WB - Western Blot.
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E dificil determinar o risco absoluto da transmissdo por transfusdo, pois a maioria dos
casos ocorre em areas endémicas, que é onde os doadores infectados residem na maioria das
vezes, e a infeccdo visceral pode ser assintomatica em individuos saudaveis. Nestas areas, 0
caso de transmissdo transfusional é dificil de ser diferenciado dos casos de transmissao pelo
vetor (CARDO, 2006). No entanto, existe uma possibilidade razodvel de que os produtos de
sangue de pessoas infectadas, se parasittmico no momento da doacdo de sangue, possam vir a
transmitir leishmaniose ao destinatario (MARCO et al., 2012).

A populacdo de risco, para infeccdo clinica de LV, sdo criancas,pacientes

imunossuprimidos ou multitransfusionados (ENGWERDAet al, 2004).

1.4.3 Transmissdo Congénita

O primeiro caso de transmissdo congénita no mundo foi descrito por Low e Cooke,(1926) na
Africa, em uma crianca que nasceu com sinais e sintomas de LV (LOW, 1926, MEINECKE
et al., 1999). Em 1955, houve o relato do caso de uma crianca, nascida na Inglaterra, com
sintomas clinicos da doenca, confirmados com exames laboratoriais, aos sete meses de idade.
A mée da crianca contraiu a doenca na India,no quinto més de gestacio (BANERJEE,1955;
MEINECKE et al., 1999). Existe relatos de oito casos de transmissdo congénita adquirida,
todos eles com mées sintométicas para a doenga (ELAMIN et al., 1992).

De acordo com o0s numeros de casos relatados na literatura, LV congénita é
considerada uma doenca rara (ELAMIN et al., 1992).No entanto, 0 aumento da doenca no
Brasil, a urbanizacdocrescente, e relatos de casos de mulheres gravidas com LV (VIANA et
al., 2001; COSTAet al., 2003),propiciam o aumentodo risco de transmissdo Vvertical,
acrescido do impacto na morbidade e mortalidade materno-fetal (FIGUEIRO-FILHO, et al.,
2004).

A LV congénita é possivelpela transmissdo intra-uterinaou durante o trabalho de
parto,atraves da troca de sangue da mée para a criangca. A maioria das criangas desenvolve a
doenca no primeiro ano de vida. (MEINECKE et al., 1999; FIGUEIRO FILHO et al., 2004;
BOEHME et al., 2006).Em éareas endémicas, os casos de LV congénita ndo podem ser
distinguidos dos casos de infeccdo transmitida por vetor durante o primeiro ano de vida
(MANTOVANI et al., 2005).

Devido a incidéncia de LV em gestantes e do numero de relatos publicados (Tabela 4), é
importante ressaltar que, para prevenir complicagfes, tanto para as gestantes quanto para seus
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recém-natos, a melhor forma de manejo da doengando pode ser negligenciada (PALASSON,
2009).

Tabela 4 -Algunscasos de transmissao vertical de LV, com mées sintomaticas ou assintomaticas, descritos na
literatura.

ANO PAIS MAE RECEM-NASCIDO AUTORES
Sintomas Tratamento | Tratamento Evolugéo

1926 Inglaterra Sim Né&o Sim Cura Low & Coke, 1926.

1955 india Sim N&o Sim Cura Banerji, 1955.

1984 Franca Sim Né&o Sim Cura Blank & Robert,
1984,

1987 india Sim N&o Sim Cura Mittal et al., 1987.

1988 Quénia Sim Néo Sim Cura Nyakundi et al., 1988.

1988 india Sim Nao Sim Cura Yadav et al., 1988.

1992 Sudéo Sim N&o Sim Obito El-toum et al., 1992.

1992 Suddo Sim Nio Sim Obhito Elamin & Omer,
1992.

1996 india Nao Nao Sim Cura Sharma et al., 1996.

1999 Alemanha Nao Nao Sim Cura Meinecke et al., 1999.

2006 Alemanha Nao Nao Sim Cura Boehme et al., 2006.

Fonte: O autor.

1.4.4 Transmissdo em Orgéos Transplantados

A leishmaniose é uma doenca raramente relatada entre receptores de transplante.Mas, o

namero de casos publicados quadruplicou, desde o inicio da década de 1990. Possivelmente,
devido ao aumento de transplantes realizados e a ocorréncia da urbanizacdo da LV. E mais
comum em pacientes com transplante renal (77%), provavelmente devido a maior prevaléncia
deste tipo de transplante, em relacdo ao demais. Entretanto, existem casos registrados em
transplante de figado, coracdo, medula, pulméo, pancreas (TAVORA et al., 2001; ANTINORI
et al., 2008). Em pacientes transplantados,a LV é a apresentacdo clinica mais frequente,
seguida pela LM e, mais raramente, LC (ANTINORI et al., 2008).
A Leishmaniose pode ocorrer como uma complicagdo tardia apds o transplante, com uma
média de 18 meses entre o transplante e o inicio da doenca. Porém,0 tempo pode ser
variavel,dependendo do érgéo transplantado.No caso de transplante de figado, o tempo médio
foi de 6 meses, enquanto que em transplante renal,foi de 19 meses até o surgimento da doenca
(ANTINORI et al., 2008).

Nos paises com areas endémicas, 0 nimero de individuos assintomaticos com LV é
maior do que os casos clinicamente aparentes (LE FICHOUX et al., 1999), e individuos
assintométicos podem ter o risco de reativacdo e desenvolvimento de LV em estados
imunossupressores (infeccdo por HIV, quimioterapia para tratamento do céncer, drogas
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imunossupressoras para doenca auto-imune ou apés a transplante de 6rgéos). O crescimento
do nimero de transplantes de 6rgdos e o tratamento com drogas imunossupressoras tem
levado ao reconhecimento de varios casos de LV em transplante de 6rgdos (BASSET et al.,
2005). As drogas imunossupressoras utilizadas nos pacientes transplantados dificultam a
ativagdo e proliferacdo das células T, alterando, assim, os mecanismos de defesa contra
microrganismos intracelulares (PATEL et al., 1997; MOLINA et al., 2002).

Em individuos transplantados, alguns fatores podem ser responsaveis pelo desenvolvimento
clinico da LV (Fig.18). Oreceptor do dérgdo transplantado pode ter umainfeccao assintomatica
pré-transplante;e apds o transplante teria a ativacdo de leishmaniose assintomatica,
desencadeando a infeccdo induzida pelas drogas imunossupressoras. Outro fator seria a
aquisicdo iatrogénica de infeccdo por Leishmania diretamente pelo 6rgdo transplantado,
oupela transfusdo de produtos sanguineos infectados e ainda pela picada do flebotomineo pos-
transplante (ANTINORI et al., 2008; MA DD et al.,1979; VARELA et al., 2008).

Figura 18 - Modelo patogenético de leishmaniose em pacientes transplantados: reativagdo ou nova infeccéo.
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Fonte: Adaptado de ANTINORI et al, 2008.

Arealizacdo sorologia anti-leishmaniaem ambos (doador e do receptor), antes do

transplante, seria muito Gtil na prevencdo da transmissdo por transplante, assim

comoidentificacdo da origem da infeccdo pos-transplante.Se no pré-transplante, a sorologia de
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ambos fosse negativa, € mais provavel da infec¢do por LV ter sido adquirida por vetor, ap6s o
transplante (HERNANDEZ-PEREZ et al., 1999). O diagndstico, apés o transplante de 6rgéos,
ndo é facil, devido a inconsisténcia de sintomas e sinais clinicos. Febre e a leucopenia sdo
frequentes. O diagndstico € baseado na deteccdo direta do parasito, em esfregacos de medula

6ssea. PCR também tem mostrado alta sensibilidade, desde a sua introduc¢do no diagnostico

de LV, detectando 10 de 11 casos (LACHAUD et al., 2000).

1.4.5 Transmissdo por Compartilhamento de Seringas

A LV é uma doenga endémica em muitos paises e tem se manifestado, como uma
complicagdo,na infec¢do por virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Tem sido estimado
gue em pacientes com LV, de 2 a 9% apresentam coinfeccdo com HIV (ALVAREet al., 2008).
Muitos pacientes, com co-infeccdo LV/HIV, sdo usuarios de drogas endovenosas (50-92%,
dependendo do pais) (ALVAR et al., 1997).

Usuarios de drogas endovenosas compartilham 0,3 ml de sangue, através de
seringas.Uma quantidade que assegura a transmissdo do parasita e explica a elevada
prevaléncia de LV entre os individuos HIV-positivos. Pesquisa realizada em 1998, na
Espanha, no sul de Madrid, com seringas descartadas de usuarios de drogas, mostrou através
de PCR, que de 125 seringas analisadas, 65(52%) apresentavam Leishmania spp; e entre 2000
— 2001, no sudoeste de Madrid, de 154 seringas, foram detectadasLeishmania spp em 52
(34%) das seringas descartadas (CRUZ et al., 2002).

O compartilhamento de seringas, por usuarios de drogas endovenosas, tem sido visto
como um ciclo de transmissdo alternativo para LV, representando um ciclo artificial, onde as
seringas substituem os flebotomineo, ndo ocorrendo a metaciclogénese, ja com a transmissao
direta das formas amastigotas. Trata-se de um ciclo antroponético, pois 0s usuarios de drogas

endovenosas atuam como o reservatdrio dos parasitas (Fig. 19) (MARQUES et al., 2007).

Figura 19 - Ciclos epidemiolégicos da Leishmania infantum.
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Fonte:Adaptado de MARQUES et al, 2007.

1.4.6 Transmissdo por pessoa-pessoa

Atransmissdo de LV pessoa a pessoa € extremamente rara. Cultura realizada de urina
e fluidos prostaticos em pacientes com LV revelaram promastigotas,e alguns trabalhos com
modelos animais, mostram que esta forma de transmissao é teoricamente possivel, através do
contato com fluidos infectados (secre¢fes nasais e orais, mucosas, e urina) dos doentes com
LV (ROSENTHAL et al., 1991).

Existem relatos de transmissdo sexual de um homem para sua esposa, € um provavel
caso de transmissdo em um homem homossexual com AIDS, que teve les&o retal e admitiu
intercurso anal receptivo frequente, enquanto estava de férias em areas endémicas para LV
naEspanha (MAGILL, 1995; PAREDES et al., 2003).

1.4.7. Transmisséo por acidentes de laboratério
Acidentes de laboratorio ja foram relatados, como a picada de agulha em laboratorio,

manuseio de material contaminado com Leishmania e até exposi¢des orais (HERWALDT &
JURANEK, 1993; MAGILL, 1995).

1.5 Diagnosticos laboratoriais
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O diagnostico das leishmanioses é realizado através da deteccdo do agente causal ou
da resposta imunoldgica ao parasito. Como a LV é uma doenca fatal, os ensaios tem que
apresentar alta sensibilidade e também alta especificidade, para que possa ser instalada a
terapia especifica 0 mais precocemente possivel (Tabela 5). Além disso, os testes devem ser
simples e acessiveis (CHAPPUIS et al., 2007).

O diagndstico laboratorial da LV é baseado em métodos parasitologicos, imunologicos,

moleculares e também inoculacdo em animais de laboratério.

Tabela 5 - Métodos dediagndsticos para LV.

Nivel de
Ensaio Tempo habilidade Sensibilidade Especificidade
necessaria
Aspirado esplénico: 93,1-98,7%;
Pesquisa direta Horas Especialista Aspirado medula: 52-85%; 100%
Aspirado linfonodo:52-58%
IFAT Horas Especialista 96% 98%
DAT (plasma)
- 97,1% (IC 95%;
0, (/A - 1l H
Horas Médio 94,8% (IC 95%; 92,7-96,4) 93.9- 98.7)
DAT (Urina) Minutos Meédio 64-100% 100%
0, 04"
Imunocromatografico 10 min.  Baixo 93,9% (IC 95%; 97,7-97,1) ggg/gs(lg SRR
ELISA Horas Médio 100% 96%
PCR 4a5hs Alto 70 — 100% 85-99%

Fonte: Adaptado de SRIVASTAVA et al.,, 2011.ELISA — Ensaio imunoenzimatico; IFAT - Teste de
imunofluorescéncia indireta; PCR — Reacdoem cadeia da polimerase;DAT - Teste de aglutinacdo direta.

1.5.1 Diagnosticos Parasitologicos - Métodos de Detec¢édo Direta do Parasito

O diagnostico é baseado na visualizacdo de formas amastigotas, em monadcitos ou
macrofagos,de meduladssea, baco, nddulos linfaticos, figado, pele ou em creme leucocitario
do sangue periférico.A formas amastigotas raramente eles sdo encontrados livres nos tecidos,
exceto nos pacientes HIV positivos (CHULAY &BRYCESON, 1983;SINGH &
SIVAKUMAR, 2003).

O diagnostico parasitologico é considerado o padrédo ouro para a detecgdo do parasito,
por causa de sua alta especificidade (HERWALDT, 1999).Pode ser realizado através de

esfregacos de laminas, cultura e em inoculagdo em animais experimentais.

1.5.1.1 Esfregago em Laminas
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Os esfregacos realizados sdo corados com Romnowsky, Hematoxilina-Eosina (H&E)
ou com imunoperoxidase. Amastigotas sdo facilmente visualizadas nos esfregacos por um
observador experiente que deve procurar o tamanho caracteristico (2-4 mm de diametro), a
forma (redondo para oval), com ndcleo e o cinetoplasto (SINGH, 2006).

A especificidade é alta, mas a sensibilidade da microscopia é variavel, sendo maior
para baco (93-99%) do que para medula 6ssea (53-86%) ou aspirados de linfonodos (53-
65%), j& o aspirado do baco é bastante complicada oferecendo uma serie de riscos
(ZIJLSTRA et al.,1992; BABIKER et al.,2007).

Os bons resultados sdo dependentes de conhecimentos técnicos e da qualidade das
laminas preparadas e de um microscopista competente e bem treinado que garanta a qualidade
necessaria para um diagnostico preciso (SRIVIDYA et al., 2012).Em amostras com baixo
parasitismo é possivel que ndo sejam visualizados as formas amastigotas, mesmo com uma
observacao demorada (SINGH & SIVAKUMAR, 2003).

1.5.1.2 Cultura em Meio NNN

A cultura possibilita a identificacdo da espécie por tipagem isoenzimatica, a obtencdo
de promastigotas para inocula¢fes em infeccdes experimentais e para a obtencdo de antigenos
e para a realizagdo de estudos “in vitro” da eficiéncia de farmacos.

A cultura € o método mais especifico de diagndstico na leishmaniose, porque permite o
isolamentoda promastigota. Istopossibilita a caracterizacdoou o genotipo das espécies isoladas
(SINGH, 2006); a obtencéo de antigenos para a realizacdo de ensaios in vitro e a realizacdo de
infeccBes experimentais paraestudo de patogénese ou de analise de farmacos.A sensibilidade
das culturas é baixa e dependente de alguns fatores, como a assepsia na coleta, a viabilidade
do parasita, as condi¢cdes do meio e a experiéncia do técnico (ANDERS, 2003).

E uma técnica demorada e raramente utilizada para diagnosticos clinicos, exceto em
laboratdrios de pesquisa e sdo necessarios observadores treinados e especializados para a
correta realizacdo na identificacdo do parasita (SANTAREM & SILVA, 2007;
SRIVASTAVA et al., 2011).

Para o crescimento primario de formas promastigotas de Leishmania em cultura sdo
conhecidas diferentes formulagdes. S&o utilizados normalmente um meio bifasico contendo
uma base de agar e sangue desfibrinado, como componentes essenciais do meio sélido, que

pode ser o NNN (Neal-Novy-Nicolle), ou BAB (blood agar base). Como fase liquida,pode ser
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utilizado o MEM (minimum essential medium), EBLB, HOMEM, Schneider, meio 199,
RPMI 1640 ou BHI (brain heart infusion), sendo aconselhavel a adigdo de soro fetal bovino
inativado ou urina humana estéril como complemento nutricional (SCHUSTER &
SUKKIVAN, 2002; SRIVASTAVA et al.; 2011). A transformagdo “in vitro” das formas
promatigotas em meio NNN, geralmente inicia-se ap0s trés dias de incubagdo em B.O.D a 22-
26°C (SINGH, 2006).

A técnica tradicional de cultura caracteriza-se por prolongada incubacdo, grande
guantidade de meio de cultivo e maior volume de amostra para que possa ser realizada
repetidamente. A técnica de microcultura, realizada em placas de 48 ou 96 pogos, utiliza uma
pequena quantidade de meio de cultivo e de amostra, possibilitando a realizacdo de varios
amostras (BOGGILD et al., 2007).

1.5.1.3 Inoculagdo em Animal Experimental

A inoculacdo em animal experimental é considerada uma forma alternativa de isolar o
parasita. E realizada em um animal susceptivel, que pode ser um camundongo BALB /C ou
em hamster(Mesocricetus auratus). Diferentes linhagens de camundongos sdo geneticamente
susceptiveis ou resistentes a infeccdo por diferentes espécies de Leishmania.Camundongos
BALBI/c sdo susceptiveis a L. major e L. amazonensis, mas sdo resistentes a L. braziliensis, L.
donovanieL. chagasi. Portanto, 0 modelo murino mais apropriado para o estudo da LV é o do
hamster,no qual a infec¢do por L. donovani causa hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia e
pancitopenia, com doenca progressiva (MURRAY et al., 1987; MIRALLES et al., 1994).

1.5.2 Diagnostico Molecular - Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A biologia molecular esta sendo cada vez mais utilizada para o diagnostico e controle
de doencas infecciosas. A abordagem molecular € capaz de detectar sequéncias de acidos
nucleicos especificos para o parasita, que pode resolver a limitacdo da sorologia, em
discriminar infeccdo passada e atual. A microscopia e cultura apresentam baixa sensibilidade
e a cultura também é demorada de 4 semanas até 6 meses em casos de assintomaticos, 0s
métodos imunologicos ndo conseguem distinguir entre infeccGes passadas e presentes e ndo
sd0 muito sensiveis, em pacientes imunocomprometidos (SINGH, 2006). Dos métodos
empregados, a técnica de PCR tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade.
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A especificidade da PCR, em aspirado de medula 6ssea, pode chegar a 100% e a
sensibilidade entre 80-93,3%, comparando com 50-60%, em relacdo ao exame direto ou
cultura (MARTIM-SANCHEZ et al., 2004; TAVARES et al., 2003). A PCR hoje tem sido
vista como diagnostico alternativo quando o paciente apresenta como hipétese diagnéstica o
calazar, principalmente quando a microscopia e a sorologia se apresentam negativas ou
indeterminadas (ALAM et al., 2009).

A sensibilidade do PCR pode variar de acordo com a escolha do alvo a serem empregadas,
muitas sequéncias alvo ja foram identificadas, como também uma variedade de
oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) (SILVA et al., 2010). As principais
sequéncias alvos utilizadas séo: os genes do mini-exon (KATAKURA et al., 1998), os genes
que codificam subunidade menor do ribossomo(SSU rRNA), ou 16S ribossomal rRNA
(VAN EYS et al., 1992), sequéncias repetitivas do RNA nuclear (PIARROUX et al., 1993), o
iniciador interno transcrito (ITS do rRNA) (SCHONIAN et al., 2003), gene gp63 e 0 DNA do
cinetoplasto (kKDNA) (CORTES et al., 2004).

Para o diagndstico das leishmanioses, um dos principais alvos das técnicas moleculares
desenvolvidas, até 0 momento, € o DNA do cinetoplasto (KDNA). Essa estrutura € constituida
por uma rede de DNA, que se organiza concatenadamente em milhares de moléculas
circulares. Os dois tipos de moléculas de DNA, presentes no cinetoplasto, sdo os maxicirculos
e 0s minicirculos. Sao cerca de 50 maxicirculos com 20.000 a 30.000 pares de base (pb), que
contém genes que codificam proteinas mitocondriais € 0 RNA ribossomal (rRNA), enquanto
gue os minicirculos sdo em ndmero 10.000 a 20.000, com sequéncias de 500 a 2500 pb.
(DEGRAVE et al., 1994, CORTES, 2008). O kDNA representa 20-25% do DNA do parasito
e o0s iniciadores (primers) 150 e 152 sdo direcionados para a amplificacdo da regido
conservada dos minicirculos de KDNA de Leishmania, gerando fragmentos em torno de 120
pb (DEGRAVE et al., 1994).

O valor da PCR néo é absoluto, um PCR positivo pode ser devido a parasitas mortos
que nédo tenham sido eliminados ou n&o virulentos,a um primer inespecifico ou contaminagé&o.
Portanto, a sua utilizacdo deve ser sempre correlacionada com a clinica (MAURYA, 2005).
Alguns estudos demonstram que, através da técnica do PCR, é possivel detectar parasitas
algumas semanas antes mesmo de aparecerem 0s sintomas clinicos (OTERO et al., 2000;
MARTIN-SANCHES et al., 2004; MARY, 2004).

A técnica do PCR em tempo real (QPCR), também bastante utilizada, tem a vantagem de ser
quantitativa e permitir a avaliacdo da carga parasitaria nas analises de correlacdes dos estudos

de patogénese e nos ensaios de avaliacdo terapéutica (MARY et al., 2004). No entanto,
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devido aalta sensibilidade da técnica do PCR, cuidados especiais devem ser tomados, para se
evitar contaminagdo com possiveis DNAs exdgenos. Ndo se pode deixar de ressaltar os
resultados falso-positivos, e, portanto, a importancia dos procedimentos de prevencdo das

possiveis contaminacfes (BORST et al., 2004).

1.5.3 Diagnostico Soroldgico

As técnicas sorologicas se revelaram um instrumento importantissimo no estudo de
doengas infecciosas.Sdo baseadas na identificagdo de anticorpos no soro dos pacientes
(SRIVIDYA et al., 2012). Existem diferentes testes para a detec¢do de anticorpos anti-
Leishmania: teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), teste de aglutinacdo direta (DAT),
ensaio imunoenzimatico (ELISA), teste imunocromatografico rK39, entre outros (MAIA et
al., 2012). Mas, todos eles possuem duas grandes limitacGes. Primeiro, apesar dos niveis de
anticorpo diminuirem ap6s o tratamento, eles permanecem detectaveis até varios anos apos a
cura (KUMAR et al., 2001; BRAZ et al., 2002), consequentemente, a recidiva da doenca nédo
pode ser diagnosticada por sorologia (DE ALMEIDA SILVA et al., 2006; HAILU, 1990);e
segundo, apresentam reagdo cruzada com outras doengas, como a doenga de Chagas,
leishmaniose cutanea, maléria e tuberculose, toxoplasmose (ABRAMO et al., 1995; BURNS
etal., 1993).

Os testes diferem uns dos outros, em sua sensibilidade e especificidade, nas suas
aplicacdes praticas, nas condi¢cdes de campo e na disponibilidade dos reagentes (GONTIJO &
MELO, 2004). Os testes imunolégicos mais utilizados no Brasil para o diagnostico de LV sdo
0 IFl e 0 ELISA, sendo o ultimo, o teste de escolha para inquéritos populacionais (GONTIJO
& MELO, 2004). No Brasil, a recomendacdo do Ministério da Saude é que o diagndstico
soroldgico da LV, seja executado por IFlI ou por ELISA, utilizando antigenos de

promastigotas.

1.5.3.1 Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

O teste de IFI é um ensaio amplamente empregado no diagnostico sorologico de
diversas doencas desde 1950 e é um dos testes mais sensiveis avaliados, com base na deteccéo
de anticorpos, que sdo demonstrados nos estagios iniciais da infec¢do e sdo indetectaveis de
seis a nove meses apds a cura, permitindo monitorar a evolugdo da doenca e da terapéutica. E

indicacdo de uma provavel recidiva da doenca se 0s anticorpos persistirem em baixos titulos
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apos este periodo. Como antigenos pode-se utilizar promastigotas ou amastigotas fixados a
laminas. Entre os testes € o mais sensivel com valor de 96% e apresenta especificidade de
98%. Em individuos imunodeprimidos, foram reportados valores de sensibilidades bem mais
reduzidos. Sua desvantagem € a exigéncia de laboratorio sofisticado, ndo podendo ser
realizado no campo (SINGH & SIVAKUMAR, 2003; SRIVASTAVA et al.,2011).

O ensaio de IFI pode ser qualitativo ou quantitativo. A forma qualitativa define apenas
se a mostra é reagente, ndo reagente ou indeterminada. Ja a forma quantitativa ira confirmar
os resultados das amostras reagentes ou das amostras indeterminadas, da modalidade
qualitativa, e ira definir os valores de titulo das amostras que foram reagentes, segundo as
diretivas dos fabricantes dos kits de ensaio. O resultado da imunofluorescéncia indireta ¢
expresso em diluicdes. Sdo consideradas positivas as amostras reagentes a partir da diluicdo
de 1:80. Nos titulos iguais a 1:40, com clinica sugestiva de LV, recomenda-se a solicitacdo de
nova amostra em 30 dias (BRASIL, 2009).

1.5.3.2 ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

A técnica de ELISA é usada para diagnostico de quase todas as doencas infecciosas,
incluindo a leishmaniose, efoi descrito por Engvall & Perlmann, em 1971. E baseado na
reacdo antigeno-anticorpo, detectada por um anticorpo, contra a espécies avaliada, conjugado
a uma enzima. A deteccdo do complexo Ag:Ac € revelada por um sal cromégeno, adicionado
ao substrato da enzima, que quando reage adquire a cor do cromégeno (Fig. 20). A
intensidade da reacdo é medida pela densidade 6tica (OD) num espectrofotdmetro, leitor de
placa. O teste ELISA ainda tem sido o de maior escolha para o diagnoéstico, entre todas as
técnicas soroldgicas para LV, é um método pratico, rapido, de resultados confidveis, e se
mostra uma técnica bastante especifica e sensivel. Mas, seus valores dependem da qualidade
dos antigenos empregados, que tem sido melhorados através da utilizacdo da tecnologia do
DNA recombinante, com a producdo e purificacdo,em grandes quantidades, de
moléculasdiagnosticamente relevantes (SUNDAR & RAI, 2002;SANTAREM & SILVA,
2007; MOHAPATRA et al., 2010).

O produto recombinante de K39 (rK39) provou ser um antigeno muito sensivel e especifico
em ELISA para o diagnostico soroldgico de LV em focos endémicos, ja relatado no Brasil,
China, Paquistio e Suddo (BURNS et al., 1993;BADARO et al., 1996). O rK39 é especifico
para espécies do complexo L.donovani, e, quando aplicado no ELISA, mostrou 100% de
especificidade e 98% de sensibilidade (BURNS et al., 1993). Pode ser empregado em
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pacientes com co-infec¢do para HIV, nos quais os niveis de rK39 declinam rapidamente com
o tratamento (HOUGHTON et al.,2000). Pode-se citar outros antigenos recombinantes ja
utilizados, e em fase de validagédo, como o rK28, rKk26 (PATTABHI et al.,2010).

O antigeno total soltvel de leishmaniaé o mais utilizado, com uma sensibilidade entre
80-100%, porem tem a desvantagem de ser pouco estdvel, apresentando uma
reprodutibilidade pouco satisfatéria e, em baixa titulacio da amostra,apresenta reacdes
cruzadas com tuberculose, toxoplasmose e tripanossomose (MAURICIO et al., 1995;
KUMAR et al., 2001; SUNDAR & RAL, 2002).

Para a realizacdo do teste ELISA, sdo necessarios equipamentos sofisticados e pessoal
qualificado, o que dificulta sua utilizacdo em &reas endémicas (SRIVASTAVA et al., 2011).

Figura 20 — Placa de microtitulacdo para ELISA, apos reacéo.

Fonte: O autor.Pogos com amostras sem coloracao diferenciada (transparente) sao considerados negativos,
com colora¢do em tom amarelo ou alaranjado sdo consideradas positivas dependendo cut-off (estabelecido
para cada ensaio).

1.5.3.3 Teste de Aglutinacéo Direta (DAT)

O teste aglutinacdo direta (DAT) é altamente sensivel e especifico (Fig. 21). Estudos
demostram valores de sensibilidade entre 90 e 100% e especificidade de 72 a 100% (SINGH
& SIVAKUMAR, 2003; GONTIJO & MELO, 2004; PEDRAS et al., 2008).

Para a realizacdo do DAT, sdo utilizadas microplacas com diluicbes seriadas do soro ou
sangue em estudo, onde serdo adicionadas promastigotas coradas. Se houver anticorpos
presentes, ocorrera a aglutinacdo visivel. A grande desvantagem do teste € o longo tempo de
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incubacdo, de 18 horas, e a necessidade de dilui¢des seriadas do material biolégico.Mas, por
outro lado, é um teste barato, que ndo requer instalagfes laboratoriais, e tornou-se o preferido
em estudos de campo,em paises de pouco recurso financeiro (SINGH & SIVAKUMAR,
2003; CHAPPUIS et al.,2007, SANTAREM &SILVA, 2007; SRIVASTAVA et al.,2011).

Existe um teste de aglutinacdo rapido (FAST — Fast Agglutination Screening Test), para
a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania no soro ou em sangue total colhido em papel filtro,
com duracdo de 3 horas. (HAILU et al., 1990). O FAST vem sendo testado para a
aplicabilidade em situacdes epidémicas e para inquéritos populacionais (SCHOONE et al.,
2001). A sensibilidade e especificidade do FAST sdo idénticas as do DAT (SINGH &
SIVAKUMAR, 2003).

Figura 21- Teste soroldgico para Leishmaniose Visceral. Teste de aglutinacdo Direta (DAT)

a Papel filtro impregnado

© + 0 Salina Diluigao seriada 50pl = Antigeno controle W
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000000000000| |entdo adicionar 1666600000000 antigeno DAL negativos lefeleTotetototetotetetol

diluente DAT Min 18hrs

Fonte:Adaptado de CHAPPUIS, 2007.

1.5.3.4 Teste Imunocromatografico rK39

O teste imunocromatografico rk39 tornou-se popular nos Gltimos anos
(SRIVASTAVA et al.; 2011), ele é um teste de aplicacdo rapida (“dipstick™), de facil
interpretacdo, com leitura em 10 minutos. E um método diagndstico de imunoensaio
qualitativo e se baseia na reacdo do sangue ou soro, do paciente, com 0 antigeno recombinante
deLeishmaniarK39, purificado fixado em papel de nitrocelulose (Fig.22) (SUNDAR et al.,
2002; GONTIJO & MELO, 2004).

O antigeno recombinante K39 (rK39) é especifico para as espécies do complexo L.
donovani (GONTIJO & MELO, 2004, BURNS et al., 1993). E um antigeno que contém 39
aminoacidos codificados por um gene de 117 pb, codificados em uma regido altamente
conservada de quinase de L. chagasi (SRIVASTAVA et al., 2011). Pode apresentar reagéo
cruzada com maléria, febre tifoide e tuberculose (URIAS et al., 2009).
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Em pacientes sintomaticos, a sensibilidade do teste imunocromatogréfico rk39 é alta
90-100% (SUNDAR et al., 2002; VEEKEN et al., 2003), enquanto que a especificidade pode
variar muito de acordo com a regido (SUNDAR et al., 2002). Em um estudo de meta-analise
com 13 estudos, para a validacdo do teste rapido rK39 mostrou-se uma sensibilidade de 93,
9% e especificidade de 95,3% com intervalos de confianca de 95% (CHAPPUIS et al., 2006 ).
Esté sendo realizado, pela OMS, um estudo multicéntrico para a avaliagdo dos testes rapidos
disponiveis no mercado, pois existem varios testes imunocromatografico, em paises
endémicos, que continuam ndo regulamentados e que nao foram validados até o momento
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Figura 22- Teste imunocromatografico rK39para Leishmaniose Visceral
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Fonte: Adaptado de CHAPPUIS,2007.
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2JUSTIFICATIVA

A LV é considerada um problema de saude publica mundial. Com a urbanizacdo da
LV, tem sido cada vez mais crescente 0 numero de portadores assintomaticos, em grandes
centros.Em diversos lugares domundo, tem sido relatada a ocorréncia de transmissédo de
Leishmania,por transfusdosanguinea. Desde 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
tem considerado viavel a possibilidade de transmissdo de Leishmania, por transfusdo
sanguinea.

Por ndo ser feita,rotineiramente,a triagem soroldgica para Leishmania, em doadores de
sangue do Brasil, a circulacdo da Leishmania é desconhecida nos Hemocentros. Alguns
trabalhos mostram que a prevaléncia, de portadores de L. infantumassintomaticos, é variavel
de regido para regido. Em centros urbanos, com transmissdo de L. infantum, a prevaléncia de
portadores assintomaticos chega a 52%,e a sua parasitemia tem sido estimada variando de
0,001 parasites/mlal parasite/ml.Tem sido relatada, também, a deteccdo de portadores
assintomaticos em doadores de sangue. Numa transfusdo, o volume utilizado é geralmente
400 ml de sangue, o que implicaria numa inoculacdo provavel de 0,004 a 400
amastigotas/transfuséo.

Fortaleza tem apresentado LV aut6ctone desde 1953 (ALENCAR, 1953), e, a partir de
2005,vem apresentando surtos epidémicos, ja sendo considerada uma &rea endémica
(GONCALVES, 2010). Como,nas éareas de transmissdo, 0s portadores assintomaticos
representam um grande contingente, é importante avaliar a possibilidade dos hemoderivados
serem um risco em potencial, para a transmissdo de Leishmania,através de transfusbes

sanguineas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de portadores de Leishmaniaassintoméaticos em doadores de

sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (Hemoce).

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia de doadores de sangue com sorologia positiva para
Leishmania;

2. Avaliar a deteccdo do DNA de Leishmania circulante, em creme leucocitario de
doadores de sangue;

3. Fazer o sequenciamento do DNA isolado;

4. Estabelecer a prevaléncia do isolamento de Leishmania em creme leucocitario de

doadores de sangue.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal e descritivo.

4.1.1 Populacéo do Estudo

Participaram deste estudo, 438 doadores de sangue, do Centro de Hematologia e Hemoterapia

do Ceara (Hemoce), no periodo de maio de 2011 anovembro de 2011.

4.1.2 Critérios de Incluséo e Exclusédo do Estudo

Foram incluidos no estudo, os doadores que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), fornecido pelo Hemoce no momento do cadastramento de dados para a
realizacdo da doacgéo de sangue.

Foram excluidos do estudo aqueles doadores que possuiam sorologia positiva na
triagem realizada pelo Hemoce ou ainda por ter material insuficiente para o estudo.
Os dados como sexo, data de nascimento, origem (cidade e bairro), e resultados da sorologia
foram obtidos no banco de dados do Departamento de Sorologia do Hemoce, através do

cddigo de identificacdo,existentes nas bolsas.

4.2 Amostras

Amostras de creme leucocitario, de 438 doadores de sangue, foram utilizadas para a
realizacdo de cultura, sorologia e técnicas moleculares para a deteccdo de Leishmania(Fig.
23). Durante um ano, recebemos do Setor de Processamento do Hemoce,9ml de creme

leucocitario, retirados das bolsas encaminhadas para fracionamento de hemoderivados.
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Figura 23 -Desenho do projeto
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Fonte: O autor.

Mononucleadas do Sangue Periférico(CMSP)

No Laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal
(DPML) da UFC, as amostras foram processadas imediatamente apds a sua chegada.
As amostras de creme leucocitario foram adicionadas lentamente em tubos tipo Falcon (15
ml), contendo Histopaque 1077 (Sigma) na proporcdo 1:3 (Fig. 24 A).Os tubos
foramcentrifugados por 30 minutos, a 1400 rpm,a temperatura de21°C,para o isolamento de
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) (Fig. 24 B). O plasma, resultante desta
centrifugacdo, foi separado e armazenado em tubos tipo eppendorf (3ml) e congelado a -
20°C,até 0 momento de uso.
As CMSP foram transferidas para um novo tubo tipo Falcon (15 ml) lavadas duas vezes
com PBS, a 1300 rpm, por 10 minutosa 4°C. Apds a Ultima lavagem, o sobrenadante era

descartado, e o sedimento foi dividido em duas aliquotas, onde 500uleram direcionados para a
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cultura em meio NNN, realizada imediatamente, e o restante congelado a -20°C, para a
extracdo do DNA.

Figura 24 - Separacéo das células mononucleadas do sangue periférico.

Fonte:O autor.ImagemA:mostrando o Histopaque no fundo do tubo Falcon e o
creme leucocitario acima, antes da centrifugacdo. Imagem B: Apés a centrifugacao,
a separacdo com o plasma na parte superior, e a camada de CMSP, entre o plasma
e as hemécias (Seta).

4.3Microcultura em Neal-Novy-Nicolle (NNN)

Quinhentos microlitros das CMSP, de cada amostra, foram adicionados em duplicata, em
placas de 48 pocos (TPP) numeradas (Fig.25), contendo meio Neal-Novy-Nicolle (NNN)
suplementado com Schneider (Himédia) com 20% de soro bovino fetal inativado (Gibco), 1%
de urina humana masculina estéril e 25 mg/ml de Gentamicina(Gibco). As culturas foram
mantidas a 26°C, com avaliacbes semanais, em microscopio invertido, durante quatro
semanas antes de serem consideradas negativas. As leituras foram realizadas por dois

observadores experientes, que anotavam os resultados para conferéncia posterior.

Figura 25 - Cultura para Leishmania emduplicata emplaca de
48 pocos.



58

Fonte:O autor.
4.4 Extragdo do DNA de Leishmania

O método utilizado para a extracdo do DNA, do creme leucocitario dos 431 doadores
de sangue, foi através do kit Illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit™ (GE Healthcare).

A técnica de extracdo do DNA utiliza uma coluna com silica gel com alta afinidade
para DNA. Para tanto, 200ul de CMSP foram lizadas, a temperatura ambiente, utilizando
proteinase K e tampéo de lise. Apds a lise, o produto foi transferido para a coluna desilica gel
e submetido a centrifugacdo de 11.000 x g, por 1 minuto. Apoés a centrifugacdo, as amostras
foram submetidas a duas lavagens,sendo a primeira centrifugada por 1 minuto a 11.000 x g, e
a segunda, por 3 minutos a 11.000 x g. Terminado o processo de lavagem, o DNA foi eluido
da coluna, para um tubo livre de DNAse, com 200ul de tampéo aquecido a 70°C, através de
uma centrifugagdo de 1 minuto a 11.000 x g. Uma aliquota de 4ul, do DNA purificado, foi
utilizada para a quantificacdo das amostras e analise da preservacdo do DNA. O restante do
material foi estocado a -70°C, até 0 momento de uso.

4.4.1 Extracdo do DNA da Cepa de Leishmania amazonensis

Como controle positivo, para realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi
extraido o DNA de culturas de Leishmania amazonensis, cepa BA-125, caracterizada por
PCR e isoenzimas (INDIANI et al., 2004;VASCONCELOS et al., 1994).

A suspensdo de promastigotas, apds lavagens, foi diluida para as seguintes
concentrages: 10°, 10%, 102 10% 10% 10° 10%/ml e em seguida extraido o DNA utilizando o
kit Illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit™ (GE Healthcare) seguindo os mesmos
procedimentos relatados acima.

4.4.2 Quantificacdo das Amostras do DNA Extraido
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A quantificacdo do DNA, extraido de todas as amostras, realizou-se no Laboratorio de
Micobactérias da FAMED-UFC. Para isso, utilizou-se o equipamento NanoDrop modelo
ND1000. Foram realizadas as leituras de densidade optica a 260nm (DO.g¢), para avaliar a
quantidade de DNA e a 280nm (DO.gp) para estimar a contaminagdo com proteinas. O
quociente entre DO,g € DO4g deve situar-se entre 1,5 a 2,0 para considerar que a amostra de
DNA apresenta pureza adequada para analises posteriores. Um valor <1,5 indica
contaminacdo por proteinas, e >2,0 indica contaminacdo com RNA.

4.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foram realizadas reaces de PCR convencional, utilizando iniciadores da regido do
cinetoplasto KDNA para Leishmania.Como controle interno, utilizou-se o primerpara o gene

da B-globina humana.

4.5.1 PCR da f-globinaHumana

Todas as amostras foram analisadas, através de PCR, para amplificacdo de um
segmento de 252 pares de base (pb) do gene da B-globina humana, utilizando-se um par de
iniciadores (Ludwig Biotec) (Tabela 6), descritos por PIZZUTOet al, 2001. A amplificacdo
do gene constitutivo da B-globina foi para verificar a integridade e a suficiéncia do DNA

extraido.

Tabela 6 - Oligonucleotideos utilizados para detecgido do gene da B-globina humana.

Oligonucleotideo | Sequéncia | Pares de base
hb3if 5’-CGGCTGTCATCACTTAGACCTC -3’ 252 pb
hb4ir 5’>-CTTCATCCACGTTCACCTTGC-3’ 252 pb

A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler® Personal
Eppendorf, utilizando 5ulde DNA extraido, 1,25ul de cada primer, na concentracdo de
12,5pmol (Ludwig Biotec), 2,0ul de ANTPMIX 10 mM (BIOBASIC), 2,5ul Tampdo (Ludwig
Biotec), 0,5ul de Mg** 1,5mM (Ludwig Biotec) e 0,35ul Tag DNA polimerase (Ludwig
Biotec) 2,5U e 4gua DEPC para uma solucao final de 25ul.

As condicOes da reacdo foram as seguintes:uma etapa inicial de desnaturagdo das fitas a 94°C,
durante 3 minutos; seguido de 30 ciclos com 94°Cpor 30 segundos, para a desnaturacao; 55°C
por 30 segundos, para o anelamento dos primers; 72°C por 45 segundos, para a extenséo; e

um ultimo passo de72°C, durante 7 minutos, para a extensdo final.
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Em seguida, 10ul dos produtos de cada reacdo de PCR foram misturados a 5ul de
tampao de corrida, misturados com 2,5ul de corante Gel Red ™ (Uniscience), aplicados em gel
de agarose Sigma (St. Louis, EUA) a 2% e submetidos a eletroforese horizontal a 70mA. O
marcador utilizado foi de 100 pb (Ludwig). Em seguida o gel de agarose foi visualizado a luz
ultravioleta e analisado através do equipamento FluorChem FC2® (Alpha Innotech, San
Leandro, EUA).

4.5.2 PCR Convencional para Leishmania

Para a realizacdo da reacdo de PCR convencional para o género Leishmaniae para a cultura
utilizada como controle, foram utilizados os iniciadores especificos para a regido do
KDNA(DEGRAVE et al., 1994) (Tabela 7), como utilizado por INDIANIDE OLIVEIRA et
al., 2003, e que amplificam fragmentos de 120 pb (Ludwig Biotec).A reacédo de PCR foi
realizada utilizando uma concentracdo de50-100ng de DNA total.

O DNA de cada amostra (5ul) foi adicionado em um tubo para PCR com 1,25ul de cada
primer, na concentracdo de 12,5pmol (Ludwig Biotec), 2,0ul de dNTPMIX 10 mM
(BIOBASIC),2,5ul Tampdo (Ludwig Biotec), 0,5ul de Mg?*1,5mM (Ludwig Biotec), 7,65ul
de 4gua DEPC e por altimo 0,35ul Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec), para uma solucao
final de 25ul.

Por fim, os tubos com as reacdes foram conduzidos ao termociclador Mastercycler®
personal eppendorf e submetidos as seguintes temperaturas: 94°C durante, 3 minutos; seguido
de 30 ciclos, com 94°C por 30 segundos, para a desnaturagéo; 55°C por 30 segundos, para 0
anelamento dos primers; 72°C por 45 segundos, para a extensdo; e um ultimo passo de72°C

durante 7 minutos, para a extensdo final.

Tabela 7 - Oligonucleotideos utilizados para detec¢do do gene da Leishmania.

Oligonucleotideo | Sequéncia | Pares de base
150 5-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA 3° 120 pb
152 5°-(G/C)(G/C)(GIC)(AIT)CTAT (AT)TTACACCAACCCC -3 120 pb

O resultado das amplificacOes foi detectado por eletroforese, em gel de agarose a 2%, corado
com Gel Red™(Uniscience), visualizados & luz ultravioleta e analisado através do

equipamento FluorChem FC2® (Alpha Innotech, San Leandro, EUA).

4.5.3 Sequenciamento



61

Das amostras de PCR que amplificaram, ou seja, que foram positivas, 6foram selecionadas
aleatoriamente, para o sequenciamento do DNA. Foram purificadas, utilizando o Kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System da Promega, seguindo todas as etapas do fabricante. Ao
final do processo de purificagdo, as amostras foram quantificadas. Cada amostra foi colocada
em um tubo de microcentrifuga de 0,5ul, contendo 60 ng de DNA-molde (produto de PCR
purificado), mais 4,5 pmol de um Gnico primer e para completar o volume final de 6ul foi
adicionado agua ultrapura. As amostras foram entdo desidratadas, com o tubo aberto em
estufa a 60°C.Ap0s este procedimento, foram enviadas para o sequenciamento na ACTGENE

- Anélises Moleculares/Ludwigbiotec.
4.6 Sorologia ELISA

A técnica sorologica ELISA foi realizada utilizando antigenos de promastigotas de L.
infantum, produzidos no Laboratorio de Parasitologia do DPML, FAMED-UFC.

4.6.1 Preparacdo do Antigeno de Promastigotas para a Realiza¢do da Técnica ELISA

Para a preparacdo do antigeno,promastigotas da cepa 10C/L2906 (MHOM/BR/2002/LPC-
RPV) de L. chagasi, gentilmente cedidas pela Dra. Maria Jania Teixeira (UFC), foram
cultivadas em meio de cultura Schneider’s (Sigma-Aldrich), suplementado com 20% de soro
bovino fetal (Sigma-Aldrich), 1% de urina estéril humana masculina e Gentamicina 25ug/mi
(Sigma-Aldrich).

Apdbs a expansdo da cultura, o0 meio contendo as promastigotas foram adicionados em tubo
Falcon de 50 ml. O sedimento foi lavado, por 3 vezescom salina tamponada com
fosfatos,centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. Apds a 3% lavagem, o sedimento foi
ressuspenso em 1ml de PBS, e foi feito a contagem das promastigotas, em camara de
Neubauer. Apos a contagem,o volume foi ajustado para a concentracdo de2 X 10%/ml em PBS.
Em seguida, adicionou-se EDTA 0,5M esteril, PMSF (concentragdo final de 1 mM). Esta
suspensdo do antigeno foi aliquotado em tubo eppendorfe armazenado em freezer — 70°C, até

0 momento de uso.

4.6.2 ELISA
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O método ELISA, para a quantificacdo de anticorpos especificos para Leishmania, foi
realizado utilizando o protocolo de EVANSet al., (1989) com algumas modificacgdes.

Para a realizacdo do ELISA,utilizou-se placas de 96 po¢os (NUNC-IMMUNO™) e 0s reagentes
da WAMAR. As placas foram sensibilizadas, com 2 X 10’/ml promastigotas diluidas em
tampdo carbonato/bicarbonato pH 9,5, e incubadas por um pernoite a 4°C. Apds este periodo,
as placas foram lavadas 3 vezes com tampé&o de lavagem, utilizando 200ul por pogo, sendo
entdo adicionada a solucéo diluente das amostras e o plasma, na proporc¢do 1:100; e incubadas
a 37°C, por 30 minutos. Novamente, as placas foram lavadas por 4 vezes, e,entdo, adicionado
100ul do conjugado e incubadas a 37°C, por 30 minutos. Terminado este periodo, as placas
foram lavadas 3 vezes;foi adicionado 50ul do substrato cromdgeno e as placas foram mantida
a temperatura ambiente,protegida da luz por 30 minutos.Em seguida, foram adicionados 50 ul
de solucdo de parada, e realizada a leitura, em leitor de ELISA no comprimento de onda450
nm, utilizando o software SOFTmax PRO 3.0.

O ensaio foi realizado em duplicata, e os controles negativos utilizados foram gentilmente
cedidos pela Dra. Aldina Barral (FIOCRUZ/Bahia), por considerarmos Fortaleza uma area
endémica para LV. Os controles, positivos para LV, foram provenientes de pacientes do
Hospital Pediatrico Albert Sabin de Fortaleza,de pacientes com aspirado da medula Gssea
positivo e teste imunocromatografico rk39 positivo.

O ponto de corte (cut-off) foi determinado para cada placa,através da formula:Ponto de
corte= Média da densidade 6ptica (OD) dos controles negativos (CN)+ 3 X o desvio padrdo
(DP) (CN).

Valor do ponto de corte= OD (CN) + 3X DP (CN).

4.7 Consideracdes Eticas

Este estudo foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica e Pesquisa daUniversidade
Federal do Ceara (COMEPE), e aprovado em 14 de Maio de 2010, com o protocolo n°® 94/10,
de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos

estabelecidas na Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Satde/MS.

4.8 Analise Estatistica
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A andlise estatistica foi efetuada empregando o programa Excel 2007 para a
construcdo de um banco de dados com os dados parasitologicos, soroldgicos e testes de
biologia molecular realizados dos doadores.

A construcdo de um banco de dados foi efetuada no programa Excel 2007. A
significancia dos resultados foi calculada pelo teste exato de Fisher. Todas as analises foram
realizadas usando o software Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA) e em todos 0s

testes utilizados, a significancia minima foi aceita quando p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Populagéo Estudada

Das 438 amostras de creme leucocitario recebidas do banco de sangue, 07 tiveram
[I¥e4]

perda de material, portanto o “n” amostral foi de 431 doadores. Todos com o termo de

consentimento livre e esclarecido assinado no ato da doacgéo de sangue no Hemoce.

5.1.1 Triagem Soroldgica dos Doadores de Sangue do Hemoce

Dos 431 doadores, 80 (18,6%) apresentaram sorologia positiva na triagem do Hemoce,
sendo que 32 (7,4%) foram reagentes para HIV, 18 (4,2%) para Hepatite C, 16 (3,7%) para
Hepatite B,9 (2,1%) para Sifilis, 7 (1,6%) para Doenca de Chagas e 3 (0,7%) para HTLV
(Graficol). Apresentaram sorologia positiva para mais de um teste 2 doadores, um para Sifilis
e Hepatite C e outro para Sifilis e HIV (Gréficol).

Gréfico 1 -Resultadosdos exames soroldgicos de triagem realizados no Hemoce de todos os
doadores incluidos no trabalho (431) , coletados durante o periodo de Maio a Novembro de 2011.
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As amostras dos 80 doadores, que apresentaram alguma sorologia positiva na triagem,
foram excluidas do estudo, pois, segundo as normas do Hemoce, as bolsas com sorologia
positivas sdo descartadas. Dessa forma, no estudo foram incluidas 351 amostras de doadores

aptos para a doagédo de sangue (Figura 26).

Figura 26- Triagem dos doadores, ap0s resultado de sorologia de triagem realizada no Hemoce.
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5.2 Pesquisa de Leishmania nos Doadores de Sangue Aptos (351)
5.2.1 Método Parasitoldgico
5.2.1.1Cultura em NNN para Leishmania

As 351 culturas de creme leucocitario dos doadores de sangue foram mantidas por 4
semanas a 26°C em B.O.D, sendo avaliadas por 2 observadores experientes 3 vezes por
semana. No final do periodo de avaliacdo, todas as culturas para Leishmania resultaram
negativas (Grafico 2).

5.2.2 Métodos Moleculares

5.2.2.1 PCR Convencional da Cultura da cepa deLeishmaniaamazonensis, cepa BA-125

A padronizagio do PCR foi realizada, tendo como controle positivo
promastigotasobtidos a partir de culturas de Leishmania amazonensis, cepa BA-125. A
suspensdo de promastigotas, ap6s lavagens, foi diluida para as seguintes concentracdes: 10°,
10, 10% 10% 10% 10°, 10%ml e em seguida extraido o DNA. Com o PCR utilizado, foi
possivel detectar até 1 leishmania, como visto na Figura 27.

Figura 27: Padronizagdo do PCR.
M C- 10°10%10%10°10*10°10°5,5x 10°

100 pb

Marcador de 100 pb e amplicon de 120pb. Da direita para a esquerda culturas com: 5,5x10°,
10°%, 10°, 10, 10°, 107, 10", 10° leishmanias/ml.

5.2.2.2 PCR Convencional para a Deteccéo de Leishmania
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ApoGs a extragdo e quantificagdo do DNA do creme leucocitario dos doadores de
sangue, foi realizado o PCR convencional das 351 amostras, e 15 (4,3%) amplificaram para o
género da Leishmania (Fig. 28) (Gréafico 2) (Tabela 8).

Figura 28- Foto em gel de agarose a 2% PCR (KDNA) para Leishmania.

100 pb N

Resultado de PCR convencional (KDNA) para Leishmania, utilizando primers 150 e 152
gerando um  fragmento de 120 pb. Marcador del00pb e controle positivo (C+) extraido de
uma cultura de Leishmania amazonensis, cepa BA-125 e amostras positivas.

5.2.2.3 Controle Interno do Gene da B-globina

Como controle interno da reacdo, foi realizado o PCR para o gene da (-globina
humana, sendo amplificado em todas as amostras avaliadas (Fig.29), indicando que o DNA

estava bem preservado.

Figura 29 — Foto em gel de agarose a 2% para o gene da -globina humana.

200ph —>

100pb —>
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Resultado de PCR para o gene da B-globina humana, utilizando primers hb3if e hb4ir, gerando um
fragmento de 252pb. Marcador de 100pb, controle negativo (C-), amostras 45 a 51 e controle
positivo (C+).

5.2.2.4 Sequenciamento dos Genes Amplificados no PCR

Para confirmarse os genes amplificados correspondiam ao génerode Leishmania, foi realizado
0 sequenciamento na empresaACTGENE Analises Moleculares/Ludwigbiotec. Das amostras
que tiveram PCR positivo para o género de Leishmania,5 amostras foram selecionadas por
randomizacéo e enviadas para o sequenciamento, além do controle positivo utilizado no PCR,
portanto 6 amostras.
Os picos encontrados no sequenciamento foram realizados no programa BioEdit (Fig. 30).
Apbs a construcdo do grafico no programa BioEdit, o DNA obtido a partir das amostras
positivas por PCR foi submetido a sequéncia de nucleotideos analisadas pelo BLAST.
As sequéncias mostraram uma semelhanca de 84% até 100% para as sequéncias do

minicirculo KDNA de Leishmania.

Portanto, o resultado do sequenciamento das amostras enviadas confirmou que o0s genes

amplificados de 120 pb sdo do Género Leishmania

Fig. 30 - Eletroferograma de uma sequéncia de DNA de Leishmania, amostra59.

20 30 p
GGGGG TGGAG AAGG CACCGCAT CCTAATTTTGGGGGATTTTT GGGATTT CCGGC T CG GACGGT CACAACT G GGGGTTGGT GTAAAAT AGAGC (AAATACCC

va M‘MWN‘ AMI‘ ot

Imagemobtidaapos osequenciamento deDNA. Cada pico coloridorepresenta umnucleotideo nasequéncia
do DNA.

5.2.3Deteccéo de Anticorpos Especificos para Leishmania Através de ELISA
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Dos 351 doadores, aptos a doar sangue, 43 (12,2%) apresentaram anticorpos especificos
para Leishmania, na dilui¢do de 1:100 (Grafico 2) (Tabela 8).

Gréfico 2 -Resultado dos exames, PCR, ELISA e Cultura, realizados nos doadores de sangueincluidos no
trabalho (351), coletados durante o periodo de maio a novembro de2011.

400~
351
336
308
300+ @ Positivo
]
5 Negativo
cC
S 200-
O
o
LL
100-
43
-l
0- E— 2
ELISA PCR Cultura

Dos 351 doadores aptos a doar sangue, 43 (12,2%) apresentaram sorologia positiva
pelométodo ELISA e 15 (4,3%) PCR positivo para o género Leishmania, sendo que 2 (0,6%)
deles resultaram positivo nos dois testes (Tabela 8). Assim, levando em conta os dois testes,
ao todo foram detectados 56 amostras positivas para Leishmania, significando uma

prevaléncia de 16%de doadores com leishmaniose visceral assintomatica.
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Tabela 8 — Resultado do PCR do creme leucocitario, comparado com teste sorolégico ELISA de doadores de
sangue (351), no periodo de maio a novembro de 2011.

ELISA
Positivo n (%) Negativo n (%) Total n (%)
Positivo 2(0,6) 13 (3,8) 15 (4,3)
PCR Negativo 41 (11,7) 295 (84,0) 336 (95,7)
Total 43 (12, 2) 308 (87,8) 351 (100)

Para avaliar a possibilidade de reacdo cruzada de Leishmania com T. cruzi, comparou-
se 0 resultado da sorologia dos doadores que foram excluidos, por apresentarem sorologia
positiva ou inconclusiva para Doenca de Chagas, na triagem realizada pelo Hemoce, com a
sorologia para Leishmania. Foram observados 7 amostras, com trés tipos de resultados: 1
positivo para T cuzi e para Leishmania; 3 positivos para Leishmania e inconclusivo para T.

cruzi; 3 negativos para Leishmania e inconclusivo para T. cruzi (Tab. 9).

Tabela 9- Resultado da Sorologia do Hemoce para Chagas, comparando com ELISA e PCR para Leishmania.

Cadigo Idade ELISA Chagas | ELISA Leishmania PCR Leishmania
45 26 Inconclusivo Positivo Negativo
68 53 Inconclusivo Negativo Negativo
88 25 Inconclusivo Positivo Positivo
92 30 Positivo Positivo Negativo
98 28 Inconclusivo Positivo Negativo
258 34 Inconclusivo Negativo Negativo
309 21 Inconclusivo Negativo Negativo

Resultado dos doadores excluidos no estudo por sorologia positiva, mostrando que 6 foram inconclusivos e 1
positivo para Chagas pelo método ELISA realizado pelo Hemoce, comparando com o ELISA e PCR para
Leishmania.

5.3 Caracterizacdo dos Doadores e Distribuicdo Quanto a Pesquisa de PCR e ELISA
para Leishmania
5.3.1 Quanto ao Género

Dos 351 doadores, 114 (32,4%) eram do género feminino e 237 (67,5%) masculino. Na
populagéo feminina, foi detectado positividade para Leishmania em 3,1% no ELISA e 0,9%
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no PCR. Ja na populacdo masculina de doadores, observou-se uma prevaléncia trés vezes
maior, 9,1% no ELISA e 3,4% no PCR (Tabela 10).

Tabela 10 — Resultado dos testes de PCR e ELISA para Leishmania e distribuicdoquanto ao género dos doadores
de sangue do Hemoce (351), no periodo de maio anovembro de 2011.

PCR ELISA
Positivo | Negativo Positivo | Negativo
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Género  Feminino 114 (32,4) 03 (0.9) 111(316)  11(3.) 103 (29,3)
Masculino 237 (67.5) 12 (3.4) 225(641)  32(9.1) 205 (58,5)
Total 351 (100) 15 (4,3) 336 (957) 43 (12.2) 308 (87.8)

5.3.2 Quanto a Idade

A estratificacdo das faixas etarias foi feita, levando em conta a mediana como ponto
de corte. Verificou-se 46,4% na faixa etaria de 18 & 32 anos e 53,6% na dos 33 & 66 anos
(Tabela 11).

Com relagéo ao PCR, ndo houve diferenca entre as faixas etarias, sendo detectado 2%
em ambas. Ja na pesquisa de anticorpos, os doadores com mais de idade (33 a 66 anos)
apresentou maior prevaléncia de anticorpos anti-leishmania em rela¢do aos mais novos (18 a

32 anos), com resultado de 8,5% e 3,7%, respectivamente (p=0,03) (Tabela 11).

Tabela 11- Distribuicdo por faixa etaria dos doadores de sangue do Hemoce (351), em relacdo aos resultados dos
testes de PCR e ELISA, no periodo de maio a novembro de 2011.

PCR ELISA
Positivo ‘ Negativo Positivo ‘ Negativo
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
18-32 163 (46,4) 8(2,3) 155 (442) 13 (3.7) 150 (42,8)
Idade 33-66 188 (53,6) 7(2,0) 181 (515) 30 (85)* 158 (45,0)
(anos)
Total 351 (100) 15 (4,3) (95,7) 43 (12,2) 308 (87,8)
* p<0,05

5.4Distribuicdo dos Doadores com Resultados Positivos para Leishmania, em Relagdo ao

Local de Moradia.
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De acordo com a distribuicdo dos 351 doadores de sangue por regionais de Fortaleza, a
maioria é procedente da SER V, seguido da Regido Metropolitana (ANEXO B), SER IlI, IV e
VI (Tabela 12).

Tabelal2 - Distribuicdo de moradia dos doadores de sangue de Fortaleza e no Estadodo Ceara
no periodo de maio anovembro de 2011.

Localizacdo N %

SER | 34 9,6
SER Il 22 6,2
SER 111 57 16,2
SER IV 50 14,2
SER V 72 20,5
SER VI 41 11,7
Regido Metropolitana 60 17,0
Interior 13 3,7
Outros Estados 02 0,5
Total 351 100

Levando em conta os doadores de sangue, portadores assintomaticos, em relagdo ao
local de moradia e os resultados de PCR e ELISA positivos para Leishmania, foi observada
maior prevaléncia na Regido Metropolitana, SER IlI, V e VI e. A menor prevaléncia foi na
SER Il (Grafico 3).

Grafico 03 — Distribuicdo dos doadores de sangue (351), pelas regionais de Fortaleza, considerando os resultados
de PCR (15) e ELISA(43) positivos para Leishmania, no periodo de maio anovembro de 2011.

201
@l Positivo
Negativo
15-

Frequéncia (%)
|_\
o
L

Q
\
§
\
N

\
\
)
0 = T & T @ T
I 1 { { | { | I I I I I
N N Q Q N KN & o
& f o o o3 of Q~® & o> &




72

5.5 Distribuicdo dos Doadores com Resultado Positivo para Leishmania, em Relagdo

aDistribuicdo ao Longo do Ano

Em relagdo a captagdo de bolsas de portadores de Leishmania assintomaticos, ao longo
do ano,foi observada a detecgéo de amostras positivas em todos os meses de coleta do estudo,
variando de 0,3% a 2,6%. A maior frequéncia foi de 1,7% a 2,6%, nos periodo de maio a
outubro de 2011. O més de junho foi 0 que mais ocorreu doadores com parasito circulante
(2,6%) (Grafico 4).

Gréfico 4 — Distribuicdodos doadores com teste molecular PCR (15) eELISA (43) positivo
paraleishmania, e sua distribui¢do ao longo do ano.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia de portadores assintomaticos de LV, em areas endémicas, tem sido
relatada cada vez mais, na literatura, tanto no Brasil (D"OLIVEIRA et al.,1997; LUZ et al.,
1997; OTERO et al., 2000; RIERA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2005.; SILVEIRA et
al., 2010; LIMA et al., 2012), como em diversos paises do mundo (FEDERICO et al., 1991;
KUBAR et al., 1997; LE FICHOUX et al., 1999; KYRIAKOU et al., 2003; MARY et al.,
2006; MARTIN-SANCHES et al., 2004; SCARLATA et al., 2008; DAS et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos mostram que a prevaléncia de portadores assintomaticos para
LV, no mundo, varia de 3% (LE FICHOUX et al., 1999) a 73,4% (SILVEIRA et al., 2010).
Estas diferencas sdo atribuidas aos diferentes métodos diagnosticos utilizados, ndo se podendo
excluir outros fatores, como a taxa de transmissdo, a densidade de flebotomineo, a
pluviosidade, o tempo de endemicidade.

No Brasil, tem sido relatada a ocorréncia de urbanizacdo da LV, em diversas cidades
com grande densidade populacional (SILVA et al., 2001; JERONIMO et al., 2004,
DRUMOND et al., 2011; GONCALVES, 2010; HARHAY et al., 2011; PRADO et al., 2011;
BRAZUNA et al., 2012; GOES et al., 2012; LIMA, et al., 2012). Este fato tem contribuido de
forma significativa para o aumentado da transmissdo de L. infantum, aumentando a
prevaléncia de LV assintomatica em grandes centros urbanos (D"OLIVEIRA JUNIOR et al.,
1997; MORAL et al., 2002; WERNECK et al., 2002; COSTA et al., 2002; BARAO et al.,
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2007; BIGLINO et al., 2010; DAS et al., 2011; DOS SANTOS MARQUES et al., 2012;
LIMA et al., 2012).

Embora a possibilidade de transmiss@o de Leishmania, atraves de transfusdo de sangue
tenha sido admitida pela Organizacdo Mundial de Saude desde 1990 (WHO, 1991; MICHEL
et al., 2011), a importancia do portador assintomatico, como reservatorio da LV, e o risco de
transmissao pelo vetor ou por transfusdo sanguinea, ainda nao estdo bem definidos.

O Ceara € um dos Estados que se destaca pela alta transmissdo de LV. Nas duas
ultimas décadas, a prevaléncia da doenca tem sido crescente (SESA, 2012). Desse modo, faz-
se necessario investigar a possibilidade de transmissdo de Leishmania infantum, por
transfusdo de sangue de doadores portadores assintomaticos. Para isso, 0 primeiro passo seria
a determinacdo da prevaléncia de LV assintomatica nos doadores de sangue em areas de
transmisséo, para avaliar a magnitude do problema.

Neste trabalho, foi detectada uma prevaléncia de 16% de LV assintomatica em
doadores de sangue, no Hemocentro do Ceard (Hemoce), levando em conta 0 PCR e ELISA,
simultaneamente. A soroprevaléncia foi de 12%. Estes achados assemelham-se aos
encontrados em outros trabalhos (LUZ et al.; 1997; RIERA et al., 2004, COLOMBA et al.;
2005, FUKUTANI, 2011, ATES et al., 2012). No Brasil, através de ELISA ou IFI, foram
realizados 3 trabalhos, onde a prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania em doadores de
sangue em Natal-RN, Montes Claros-MG e Salvador-BA, foi de 9,0%, 5,5% e 0,5%,
respectivamente (LUZ, et al., 1997; URIAS et al., 2009; FUKUTANI et al., 2011), o que
corrobora com nossos dados. A baixa prevaléncia, encontrada em Salvador (FUKUTANI et
al., 2011), deve-se, possivelmente, ao fato desta cidade ndo ser endémica para LV, enguanto
as demais o sdo, inclusive Fortaleza (JERONIMO et al,. 1994; GONCALVES, 2011).

Em outros paises, a prevaléncia de doadores de sangue soropositivos assintomaticos
variou de 0,5% - 36,4%. Podemos citar na Italia (FEDERICO et al., 1991; COLOMBA et al.,
2005; SCARLATA et al., 2008; TORDINI et al., 2011), Franca (KUBAR et al.,1997; LE
FICHOUX et al., 1999), Grécia (KYRIAKOU et al., 2003), Espanha (RIERA et al.,2003;
RIERA et al., 2008) e Istambul (ATES et al., 2012).

PCR tem sido utilizado em diversos estudos para diagnostico de leishmaniose, com a
vantagem de poder ser realizado a partir de qualquer amostra bioldgica (pele, tecido de
medula 0ssea, sangue) (GONTIJO & MELO, 2004). Deteccdo direta do DNA do parasito
representa uma importante alternativa devido sua alta sensibilidade e especificidade. Além
disso, quando a amastigota morre, seu DNA apresenta vida média curta, de até 24h (PRINA et

al., 2007). Assim, a sua presenca no sangue periférico, indica presenca de parasito viavel. A
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sensibilidade da técnica é dependente do alvo a ser amplificado e, também, da qualidade do
DNA extraido (MARY et al., 2004).

A reacdo de PCR utilizada, neste trabalho, apresentou sensibilidade para detectar DNA
de 1lLeishmania, como demonstrado nos PCR dos controles positivos com suspensdo de
promastigotas em dilui¢des seriadas (Fig, 27). Nesta concentragdo, conseguiu-se detectar uma
banda perfeitamente visivel, o que evidenciou ser uma reagdo com boa sensibilidade, o que é
extremamente importante, especialmente, em trabalhos com portadores assintomaticos, que
usualmente apresentam baixa carga parasitaria. Estes achados sdo compativeis com os de
Quaresma (2009) e Martin-Sanchez e cols. (2001), com PCR com sensibilidade para detectar
1 fg de DNA, o equivalente a 0,1 Leishmania.

Na literatura, a prevaléncia, de doadores de sangue portadores assintomaticos,
determinada por PCR, é varidvel e por vezes ndo comparavel entre si, em decorréncia de
abordagens com diferentes metodologias. Uma vantagem do presente trabalho, é que nele foi
realizado o PCR convencional, a sorologia e a microcultura em todas as amostras. Foi
possivel amplificar o DNA de Leishmania em 15 (4,3%) doadores assintomaticos. Na
literatura, apenas 3 estudos utilizaram a mesma abordagem, e a prevaléncia pelo PCR,
encontrada pelos autores, confirma a observada no presente trabalho: na Grécia, 1,7%
(KYRIAKOU et al., 2003), na Italia, 6,8% (TORDINI et al.; 2011), e 0,43% em Salvador-
BA-BR (FUKUTANI, 2011). Na maioria dos estudos, tem-se feito, primeiramente, uma
triagem dos casos através de sorologia. SO entdo, é realizado o PCR e/ou cultura dos casos
soropositivos (LE FICHOUX et al., 1999; OTERO et al.,, 2000; RIERA et al., 2003;
KYRIAKOU et al., 2003; RIERA et al., 2008; SCARLATA et al., 2008). Esta abordagem
cria um viés, porque ela mostra a deteccdo, do parasito ou do seu DNA, somente nos
soropositivos, possivelmente ndo refletindo a realidade da populagdo. Na literatura tem sido
relatado trabalhos, onde tem sido observado PCR positivo com sorologia negativa, como
18,5% (RIERA et al., 2004), 49,4% (MARY et al., 2006), 10,4% QUARESMA et al., 2007) e
5,9% (DOS SANTOS MARQUES et al., 2012). No presente trabalho foi encontrado 3,8%,
corroborando os achados da literatura.

Este achado, de PCR positivo sem deteccdo de anticorpos, pode ser interpretado de
duas maneiras. A primeira poderia ser uma infeccdo com pouco tempo de evolugédo, ainda
sem anticorpo suficiente para ser detectado, possivelmente em decorréncia da baixa carga
parasitaria. A outra poderia ser decorrente de problema técnico dos testes de detecgéo.

Em relacdo ao PCR, deve-se estar atento a dois pontos primordiais: a contaminagédo

com DNA exogeno e a especificidade do primer. Tordini e colaboradores (2011), para
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investigar L. infantum em doadores de sangue, utilizaram PCR convencional, utilizando os
iniciadores do KDNA (RV1 e RV2), e no Nested PCR (Ext-E2b e P1 e P2). No PCR
convencional 11 (6,8%) amostras foram positivas, embora nenhuma tenha sido confirmada no
Nested PCR. Trés das amostras positivas foram sequenciadas, sendo, entdo, evidenciado que
eram DNA mitocondrial humano. Os autores justificaram como uma possivel reacdo cruzada,
concluindo que os primers eram inespecificos.

O DNA do cinetoplasto da Leishmania (KDNA) tem sido o alvo mais estudado, em
pesquisas moleculares, para diagnostico de LV humana (SILVA et al., 2010). Bons resultados
tém sido encontrados, utilizando tanto a técnica de PCR convencional como a PCR em tempo
real (MARY et al., 2004). Vergel e cols. (2005) relataram que ja foram identificados varios
alvosmoleculares para diagnosticoLeishmania, mas que o ideal seria do kDNA, que contém
regides conservada e as variaveis, que apresentam sequéncias que se repetem 10.000/parasita
e que permitem a diferenciacdo entre as espécies de Leishmania. No entanto, é possivel ter
sequéncias homdlogas a outras espécies. Felizmente, atualmente, as ferramentas de
bioinforméatica e os bancos gendmicos, disponibilizados on line, permitem atestar a
fidedignidade dos dados, significando um grande avango, nos estudos da parasitologia
molecular (VERGEL et al., 2005).

No presente estudo, com o encontro de 15 amostras positivas no PCR, 6 (40%) delas
foram selecionadas aleatoriamente, e encaminhadas para o sequenciamento. Foi confirmado
gue os DNAs isolados eram do género Leishmania, o que confirma a deteccdo de LV
assintomatica. Portanto, é importante realizar o sequenciamento de amostras com PCR
positivos, para comprovacgédo dos resultados e descartar a possibilidade deprimers com baixa
especificidade ou de contaminagdo com DNA exogeno.

Por outro lado, verificou-se também individuos com sorologia positiva e sem detec¢do
de parasito, 43 (12,2%) doadores apresentaram sorologia positiva para Leishmania. Dos quais,
ndo foi detectado DNA de Leishmania em 41 (11,7%). Estes dados sdo semelhantes aos
encontrados por Kyriakou e cols. (2003),Fukutani (2011) e Tordini e cols. (2011), que
utilizaram a mesma metodologia do presente trabalho (Tabela 2). Isto poderia significar um
resultado falso positivo, possivelmente por reacdo cruzada com Trypanossoma cruzi,
Toxoplasma gondii, Mycobacterium sp (ABRAMO et al., 1993; GONTIJO & MELO, 2004),
ja que, para deteccdo de individuos assintomaticos, a diluicdo deve ser relativamente baixa
(1:100), devido a baixa carga parasitaria e consequente baixa producéo de anticorpos.

Para avaliar a possibilidade de reacdo cruzada ou de uma infeccdo mista de

Leishmania com T. cruzi (MENDES et al., 2007), comparamos o resultado da sorologia de
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triagem, realizada pelo Hemoce para D. de Chagas, com os de LV nas amostras que foram
excluidas do estudo. Foi observado 1 (2,1%) amostra positiva para T cruzi e para Leishmania.
Estes achados foram semelhantes aos encontrados em Montes Claros, por Urias e cols (2009)
que observaram 8,7%, e Fukutani (2011) em Salvador, com 2,6% de positividade para
Leishmania e T. cruzi. Merece ser ressaltado que Montes Claros € uma regido endémica de D.
de Chagas (DRUMOND, 2006; DIAS, 2007; CARNEIRO, 2008), o que justifica a
prevaléncia maior que as observadas em Salvador e Fortaleza. Infelizmente ndo se pode
discriminar entre reacdo cruzada ou a ocorréncia das duas doencas. Estes doadores foram
convidados para serem melhor avaliados, no Ambulatério de D. de Chagas do Hospital
Universitario Walter Cantidio-UFC, e estdo sendo aguardados.

Uma segunda hipotese, também plausivel, na interpretacdo dos doadores soropositivos e
sem deteccdo de DNA de Leishmania, seria que estes individuos teriam uma carga parasitaria
muito baixa, podendo ndo ser detectada em amostra de sangue de sangue periférico. Estima-se
que a parasitemia, em portadores assintomatico de area endémicas, varie entre 0.001
parasito/ml a 1 parasito/ml. E, em pacientes com LV inicial, de 8 parasitos/ml a 1.400.000
parasitos/ml (MARY et al., 2006). Assim, embora o PCR seja um teste ultra sensivel, mesmo
assim, nos portadores com baixa carga parasitaria, pode resultar como falso negativo, quando
pesquisado em sangue periférico. Além disso, nestes individuos com baixissima carga
parasitaria, € possivel que as repetidas picadas de flebotomineos infectados funcionem como
boosting, na producdo de anticorpos.

A falta de uma técnica padrdo para detectar infec¢cdes assintomaticas por Leishmania é
um desvantagem na epidemiologia da leishmaniose. A infeccdo é geralmente determinada por
testes soroldgicos quantitativos, tais como o ELISA, aimunofluorescéncia indireta (IFI), teste
de aglutinacdo direta (DAT), que apresentam alta sensibilidade para a doenga, mas ndo
discriminam entre infec¢do passada e atual (HAILU et al., 1990; DE ALMEIDA SILVA et
al., 2006). Outro teste utilizado, também, é a Intradermo Reac¢do de Montenegro, que tem boa
sensibilidade para detectar resposta celular contra Leishmania, mas se apresenta positiva tanto
em portadores assintomaticos, como em individuos com historia prévia de LV. O PCR,
utilizado para deteccdo do parasito, apresenta sensibilidade (variando de 75 a 98%) e
especificidade (de 97 a 100%) (MARTIN-SANCHEZ et al., 2004; RIERA et al., 2004,
MORENO et al., 2009).

Alguns autores postulam, que os métodos diretos que demonstram o parasito - exame
direto, cultura e PCR - sdo mais adequados para o diagnéstico de portador assintomatico
(MORENQO et al., 2009; FUKUTANI, 2011; MICHEL et al., 2011). A firmacéo é relevante,
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mas isso nado significa que ndo se deva usar a sorologia na deteccdo dos assintomaticos. N&o
se pode descartar o valor da sorologia, pelapossibilidade dela apresentar uma maior chance da
infeccdo ser detectada, no periodo em que a carga parasitaria ainda € muito baixa, quando a
Leishmania esta mais restrita na medula 6ssea e bago (OTERO et al., 2000; METTLER et al.,
2005). Assim, a realizacdo dos dois testes aumenta a chance de detec¢do dos portadores
assintométicos. Ainda € necessario aprimorar 0s testes sorolégicos com proteinas
recombinantes que sejam mais especificas para Leishmania infantum, e desse modo, talvez se
possa resolver ocorréncia de reacdo cruzada. Uma falha, do presente trabalho, foi a de ter
adotado o questionario do Hemoce, no momento da entrevista, e nele ndo tem a pergunta
sobre historia prévia de LV. Desta forma, ficou a impossibilidade de distinguir entre portador
assintomatico e individuo com historia prévia de LV.

Uma importante inconveniéncia dos estudos para deteccdo de portadores
assintomaticos, € a dificuldade de diagndstico, por conta do baixo nivel de anticorpos
especificos e do reduzido nimero de parasitas, como visto por Pampiglione e cols. (1974),
Riera e cols. (2004), Moreno e cols. (2009). Em relacdo aos 13 (3,8%) doadores com PCR
positivos e sorologia negativa, isto pode significar uma infeccdo recente, com baixa carga
parasitaria.A concentracdo de anticorpos produzida ainda néo seria suficiente para positivar a
reacdo de ELISA, na diluicdo utilizada de 1:100. Isto poderia estar relacionado as cinéticas
diferentes da carga parasitaria e da producdo de anticorpos. No modelo da leishmaniose
canina experimental, parasitos sdo detectados no sangue periférico 4 meses pos-infeccgéo,
enquanto anticorpos especificos para Leishmania s6 com 6 a 13 meses pos-infeccdo
(RODRIGUEZ-CORTES et al. 2007). Outra hipdtese seria a de que o resultado do PCR tenha
sido falso positivo. Como o sequenciamento confirmou que, 0 DNA isolado era do género
Leishmania, pode-se descartar esta possibilidade, ficando mais provavel a primeira
possibilidade do portador se encontrar numa janela imunolégica. Fortalecendo esta
possibilidade, estdo os dados de outros autores (MARY et al., 2004; DE GOUVEA VIANA
et al., 2008; BHATTARAI et al., 2009; DOS SANTOS-MARQUES et al., 2012), que
observaram individuos assintomaticos com parasitemia inferior a 0,2 parasitas/ml e, que 6
desses individuos ndo apresentavam anticorpos especificos para Leishmania.

Na tentativa de isolar o parasito, foram realizadas microculturas, em duplicadas, das
351 amostras de creme leucocitario, que ficaram em avaliagcdo durante quatro semanas. Todas
as leituras se mostraram negativas. Na literatura, alguns trabalhos, envolvendo doadores de
sangue, também utilizaram cultura como método parasitoldgico. No trabalho de Le Fichoux e

cols (1999), com 576 doadores de sangue, foi feito uma triagem sorologica inicial e realizado
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cultura e PCR somente dos doadores soropositivos. Das 76 culturas realizadas, 9 (11,8%)
foram positivas. Esse achado diferente, possivelmente seja em decorréncia da metodologia
por eles adota. As culturas foram realizadas com 6 ml de creme leucocitario. Além disso, o
periodo de cultivo foi de 6 meses, sendo o meio replicado duas vezes ao més. No trabalho de
Riera e cols. (2008), foi realizado cultura em NNN de 304 amostra, com duplicata em tubo
com um inéculo de 250ul, e em garrafa de 20 ml, com de 1 ml de CMSP, mantidas também
por seis meses, onde 2 (0,6%) culturas se mostraram positivas.

Os resultados negativos das culturas, do presente trabalho, podem ser justificados por
ter sido utilizado microcultura. Pela baixa carga parasitaria encontrada em pacientes com LV
assintomatica, e, levando em conta que o inéculo foi de 0,5ml CMSP/poco. O tamanho do
indculo influéncia o crescimento da leishmania, em qualquer que seja 0 meio utilizado. Sendo
baixa a parasitemia em individuos assintomaticos, de 0,001 parasitas/ ml a 1 parasita/ ml, ¢
definitivamente reduzida a chance de ter isolamento do parasito, em meios de cultivo (MARY
et al., 2006). Além, disso, devido a carga parasitaria inicial ser muito baixa, as promastigotas
podem proliferar muito lentamente, por conta das pequenas quantidades de fator de
crescimento autécrino (LEMESRE et al., 1988), o que demandaria mais tempo que 0S
cultivos de lesdes de pacientes com doenca ativa. Como o tempo utilizado neste trabalho foi
sO de 4 semanas, isto pode ter influenciado no resultado.

Deve-se ressaltar que a cultura é um teste padrdo ouro, quando utilizada em pacientes
sintomaticos, mas ndo € o método de escolha para provar a presenca do parasita em
individuos assintomaticos, devido a sua baixa sensibilidade (RIERA et al., 2004; JIMENEZ-
MARCO et al., 2012).

Quanto ao perfil demogréafico dos doadores de sangue deste estudo, houve predominio
do género masculino 67,5%, possivelmente, porque 0s homens podem doar sangue num
intervalo menor que as mulheres, de 60 e 90 dias, respectivamente (ANVISA, 2011). O
homem tem valores de hemoglobina mais constantes que as mulheres, que apresentam
oscilagbes, por conta do periodo menstrual. Esses resultados assemelham-se com os
encontrados por Urias et al, 2009 que obteve 57,90% de doadores masculinos e Fukutani,
(2011) com 74,5%.

Em relacéo a distribuicdo segundo a faixa etaria, quando se avalia a positividade pelo
PCR, ndo houve diferenca entre elas (2,3% x 2,0%). No entanto, pela soropositividade, a
prevaléncia é maior nos mais velhos, 3,7% x 8,5% (p-0,03). Uma maior prevaléncia em

pessoas com mais idade, pode-se atribuir a uma maior exposicao aos flebotomineos infectados
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e, consequentemente, mais tempo de infec¢do e mais tempo de producdo de anticorpos. Estes
dados sdo compativeis com os observados por Biglino e cols. (2010).

Levando em conta a distribuicdo dos doadores de sangue com infeccdo assintomatica
por Leishmania infantum, em relacdo ao local de moradia, foi observada maior prevaléncia na
Regido Metropolitana, SER IlI, V e VI. A menor prevaléncia foi na SER Il. Estas areas de
maior prevaléncia coincidem com os locais onde tem sido registrado maior ocorréncia de LV
sintomatica em Fortaleza, em periodo endémico (GONCALVES, 2011). Elas integram os
eixos de expansdo/difusdo da doenca, e caracterizam-se por ter grande contingente
populacional, constituido na sua maioria por migrantes da zona rural, caréncia de infra-
estrutura sanitaria, residéncias com criacdo de animais no peridomicilio, grandes areas verdes,
bacia hidrografica com rios (Maranguapinho e Ceard) e lagoas (Messejana, Parangaba e
outras) (GONGCALVES, 2011).

Em relacdo a distribuicdo de doadores de sangue, portadores assintomaticos de
Leishmania, segundo o més da coleta ao longo do ano, observou-se que, embora tenha
ocorrido captacdo de bolsas de portadores assintomaticos durante os meses de abril a
novembro, a maior prevaléncia ocorreu no periodo de maio a outubro, variando de 1,4 a 4,8%.
Estes achados corroboram com os de registro de LV sintomaética em Fortaleza. A analise da
incidéncia de LV sintomatica mostra que ela ocorre de maneira ciclica, com registro de maior
numero de casos em dois periodos do ano, de junho a setembro e de dezembro a janeiro
(GONCALVES, 2011). Como a coleta de amostras do estudo ndo ocorreu no periodo de
dezembro a fevereiro, ndo se pode fazer a comparacao deste segundo pico de ocorréncia.

Para se definir um hospedeiro como reservatério, € necessario o preenchimento de cinco
critérios: o hospedeiro reservatério precisa ter uma densidade populacional grande e longa
duracdo de vida; proporcionar uma significativa fonte de alimentos aos flebotomineos; ter
contato frequente com o vetor; a infeccdo deve ser pouco patogénica no hospedeiro
reservatorio, para permitir um longo tempo de sobrevida do parasito; ter presenca de parasita
suficiente na pele e/ou no sangue (WHO, 2010).

Portadores de Leishmania assintomaticos apresentam carga parasitaria baixa, até 1
parasitas por ml de sangue (MARY et al, 2004; MARY et al, 2006; SELVAPANDIYAN et
al, 2008). Embora eles tenham leishmania circulando, a chance de infectar flebotomineo ¢
muito baixa (COSTA et al., 2000). No entanto, devido ao crescente contingente de portadores
assintomaticos em areas endémicas, esta hipotese nao pode ser descartada (PAMPIGLIONE
etal., 1974; D'OLIVEIRA et al., 1997; KUBAR et al.,1997; LUZ et al., 1997; LE FICHOUX
et al., 1999;RIERA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2005; MARTIN-SANCHES et al.,
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2006; MARY et al., 2006; MORENO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; URIAS et al.,
2009;SILVEIRA et al., 2010; TOPNOet al., 2010; DAS et al., 2011; OSTYN et al., 2011;
TORDINI et al., 2011; ATES et al., 2012.;LIMA et al., 2012).

Outro ponto importante a ser ressaltado, em relacdo aos portadores assintomaticos, é a
ocorréncia de ciclo antroponético artificial, como a transmissdo por transfusdo sanguinea,
onde o baixo numero de leishmania circulante, até lparasita/ml de sangue (MARY et al,
2004), é contrabalancado pelo volume de sangue transfusionado. Fazendo uma estimativa da
carga parasitaria de uma bolsa de 400 ml de sangue, ela poderia conter até 3x10° leishmanias.

Diante do exposto, pode-se colocar que a possibilidade de transmissdo de LV por
portadores assintomaticos, deve ser avaliada de dois modos: primeiro, levando em conta o
ciclo antropondtico natural, isto €, através do portador assintomatico — vetor - individuo sadio;
segundo, no ciclo antroponotico artificial, isto &, através do portador assintomatico —
transfusdo / doacdo de 6rgdo para transplante / individuo sadio.

No ciclo antropondtico natural, embora tecnicamente o portador assintomatico preencha
todos os critérios de hospedeiro reservatorio, como o volume de sangue que o flebotomineo
suga é muito reduzido e a carga parasitaria no sangue circulante também é muito baixa, a
chance de ocorrer transmissdo da LV é muito pequena. No entanto, no ciclo antropondtico
artificial, a possibilidade de risco de transmissdo de LV por transfusédo existe, como em casos
relatados na literatura (CHUNG et al., 1948; KOSTMAN et al., 1963; DEY &SINGH et al.,
2006) e este risco é mais eminente em pacientes imunossuprimidos, como criangas abaixo de
6 meses de idade, pacientes em uso de drogas imunossupressoras, pacientes com AIDS
(PITTALIS et al., 2006; WEISSER et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008), assim como em
pacientes hemodialisados com multiplas transfusdes (LUZ et al., 1997).

Nos bancos de sangue do Brasil sdo realizadas como triagem de rotina para 0s
doadores de sangue os exames sorologicos de HIV1, HIV2, Sifilis, Doenca de Chagas,
Hepatite B, Hepatite C, HTLV1 e HTLV2, n&do sendo realizada a triagem sorologica para
Leishmania.Deste modo, parece ser essencial a recomendacdo de incluir, nos bancos de

sangue de areas endémicas de LV, a triagem para Leishmania infantum.
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7 CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que:

e A prevaléncia de portadores de Leishmania assintomaticos. em doadores de sangue no
Hemoce, foi de 16%, levando em conta dois métodos diagnosticos, ELISA e PCR;

e A sorologia foi capaz de detectar 12,2%;

e A deteccdo de DNA de Leishmania no sangue periférico de 4,3% dos doadores indica
a circulacdo do parasita no sangue, € um risco de transmissdo por transfusdo
sanguinea.

e O sequenciamento de 6 (40%) dos PCR positivos, confirmou que o gene isolado é
pertencente ao género de Leishmania.

e Nao foi possivel isolar Leishmania do creme leucocitario dos doadores com
Leishmaniose Visceral Assintomatica, possivelmente em decorréncia da baixa carga
parasitaria e a baixa sensibilidade do teste de microcultura adotado.

e Em relagdo ao local de moradia dos doadores com Leishmaniose Visceral
Assintomatica, eles estavam mais concentrados na Regido Metropolitana, SER IlI, V e
VI.
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A leishmaniose visceral ou calazar é uma doenca causada por um protozodrio chamado
Leishmania chagasi que infecta o ser humano pela picada de um inseto chamado flebétomo
(mosquito palha). A doenca causa febre, palidez, barriga grande, emagrecimento, cansaco,
crescimento de figado e baco e altera¢cdes do sangue como anemia, baixa de defesa do
organismo e possibilidade de sangramentos. Ha diferentes formas de apresentacdo da
doencga sendo, portanto necessaria a identificacdo de algumas alteragbes no sangue que
possam prever o desenvolvimento da forma grave da doenca, fundamental para melhorar o
tratamento e prevenir as mortes. O Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara —
HEMOCE em parceria com a Universidade Federal do Ceard estdo realizando o projeto:
Avaliagdo do risco de transmissdao de Leishmania chagasi por doadores de sangue com
infeccdo assintomatica, em areas endémicas para leishmaniose visceral no Ceara, onde
doadores de sangue estdo sendo convidados a participar do estudo. Em caso do seu exame
dar positivo para calazar, vocé serd orientado e encaminhado para ser atendido pelo
infectologista para o tratamento adequado da doenca seguindo as orientacdes do Ministério
da Saude para o tratamento da doenca. As informacgdes ficardo em sigilo. O nome do

paciente ndo sera revelado. Eu, ,

declaro que é de livre e espontanea vontade que estou participando como voluntario desta
pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
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ANEXO A — MAPA DAS REGIONAIS DE FORTALEZA - CEARA
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ANEXO B — MAPA DA REGIAO METROPOLITANA DE FORTALEZA — CEARA

Trairi

Paraipaba &

Paracuru

Sao Gongalo

Sao Luis do Amarante
do Curu

Caucaia -

Pentecoste
Apuiarés
Paramoti
Palmdcia
(aridade _
Pacoti )
Redencao Acarape
Guaramiranga
Mulunqu Barreira
Baturité
Aratuba
(anindé (apistrano Aracoiaba

LEGENDA

| Municipio de Fortaleza

. Municipios da Regido

Metropolitana de Fortaleza - RMF
Fonte: Governo do Estado do Cearé - Departamento Estadual de Rodovias - DER Ibaretama

@® ESCALA 116,500,000
W0 l6skm

Beberibe
Ocara
Morada
fova ESCALA 1:780.000,
Russas
718 0 78 156 234Km

Fonte:http://www.google.com/imgres?hl=ptBR&client=gmail &sa=X &tbo=d&rls=gm&hbiw=1920&bih=95
5&tbm=isch&tbnid=JVMSelZ7L3KfIM:&imgrefurl=http://marcelomeireles.opovo.com.br/a-cidade/mapa-

da-regiao-metropolitana-defortaleza, acessado em 29/11/2012.



	CAPA-DISSERTAÇAO
	CORPO-DISSERTAÇAO

