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Introdugdo

A Leishmaniose é uma doenca infeciosa causada por parasitas protozoarios pertencentes ao género
Leishmania. O género Leishmania inclui aproximadamente 30 espécies, a maioria das quais infeta o
Homem originando quatro apresentagdes clinicas diferentes, sendo a leishmaniose visceral (LV) a forma
mais severa da doenca. A transmissdo da infecdo ocorre na sequéncia da picada de moscas fémea dos
géneros Phlebotomus ou Lutzomyia [1]. As estimativas mais recentes sugerem a existéncia de 0,2 a 0,4
milhdes de novos casos por ano em todo o mundo [2]. Em Portugal, apesar do contdgio inter-humano
ser possivel, na sequéncia de transfusGes ou de partilha seringas, o cdo é o principal reservatdrio da
doenca e também o principal hospedeiro deste parasita [3].

Na auséncia de tratamento a LV é fatal sendo por isso, face a inexisténcia de vacina humanas, essencial
o tratamento dos pacientes. As abordagens terapéuticas para tratar a LV estdo limitadas pela toxicidade
dos farmacos e por um aumento da resisténcia as terapias de primeira linha. Consequentemente, a
frequéncia de recidivas é significativa, podendo os pacientes sucumbir a patologia associada a LV ou
tornarem-se mais vulneraveis a infecGes oportunistas. O diagndstico depende do exame microscopico
(invasivo) de aspirados de baco e medula dssea com uma precisdo variavel, exigindo instalacdes bem
equipadas e pessoal qualificado [4]. Varios testes seroldgicos foram avaliados e propostos para o
diagndstico de LV, contudo as abordagens existentes sdo de valor limitado no contexto de infecGes
assintomaticas e também na avaliacdo de sucesso terapéutico. Como tal, ndo ha biomarcadores
validados para prever a progressdao de doenca sorologicamente positiva para ativa, resposta ao sucesso
do tratamento ou recaida pds-quimioterapia [5]. Consequentemente esta é uma das principais
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prioridades de pesquisa destacada pelo comité de especialistas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
sobre o controlo da LV [6].

Nos ultimos anos, o crescimento econdmico, as mudangas climaticas e os movimentos migratdrios em
todo o mundo contribuiram para o surgimento da leishmaniose em locais cuja incidéncia era muito
baixa. Consequentemente, o maior desafio para o controlo e eventual eliminacdo da doenga é o
desenvolvimento de ferramentas diagndsticas ndo invasivas capazes de detetar pacientes com
leishmaniose assintomatica, monitorizar pacientes em um estagio diferente da doenca e prever a
resposta ao tratamento [4, 6].

A LV na Europa é um problema de saude publica latente e os riscos de emergéncia incluem a emigracao,
o aumento do numero de pessoas imunossuprimidas e as alteracGes na distribuicdo dos vetores de
flebotomineos devido a mudanca climdtica [7]. Em 2014, segundo a OMS, a Espanha apresentou uma
alta taxa de incidéncia (> 100 casos / ano). Este risco de infecdo é potenciado nas populagdes com maior
susceptibilidade. Efetivamente em todo o sul da Europa, hd uma alta incidéncia de portadores
assintomaticos de LV, como demonstrado pelo aumento da prevaléncia de co-infe¢ées com o VIH ou em
outras condi¢des imunodeprimidas desde os anos 80 [8]. De facto, a LV é uma das infe¢cGes parasitarias
mais comuns em pacientes com VIH, a seguir a toxoplasmose e a criptosporidiose. As co-infe¢des por
LV-VIH impdem um enorme desafio clinico, uma vez que as duas condi¢des se reforcam mutuamente.
Esta condicdo é agravada pelas dificuldades na dete¢do da infecao [9]. Efetivamente, em doentes
imunocomprometidos os testes seroldgicos de LV sdo menos precisos e os testes moleculares, embora
mais precisos, sdo mais raros em contextos de cuidados de saude primarios. Consequentemente, o
diagndstico geralmente depende do procedimentos invasivos, que ndo podem ser frequentemente
repetidos, e que tém riscos acrescidos em grupos de doentes mais vulnerdveis. Em contextos de
imunossupressdo o tratamento também é extremamente desafiante sendo muitas vezes mal sucedido
com a maioria dos pacientes a recidivar apds cura clinica inicial aparente. Como tal, seria extremamente
importante identificar a infegdo por LV antes do inicio da doenca, visando a fase latente ou precoce da
infecdo (como para outras infe¢cdes oportunistas) e desenvolver ferramentas de progndstico clinico
(biomarcadores), integrando as informacdes clinicas relativas as infecdo por VIH e Leishmania [10].
Outra preocupacao, enfatizada recentemente pela OMS, é a falta de vigilancia e notificacdo de casos de
LV, o que é fundamental para determinar a real prevaléncia e delinear estratégias globais para avaliar e
gerir o risco de transmissdo [11].

Em Portugal, a leishmaniose é endémica, causada pela espécie L. infantum, sendo a apresentacao clinica
predominante, a leishmaniose visceral. Entre 2008 e 2013, e segundo o ultimo relatdrio das Doengas de
Declaracdo Obrigatdria 2009-2012 da Direcdo-Geral da Saude (DGS), foram notificados 42 casos de
leishmaniose (38 confirmados). Contudo estes valores representam, aparentemente, uma subestimacao
grosseira ja que segundo o descrito por Serra E., entre 1999-2009, dos 375 individuos foram internados
com LV em varios hospitais de Portugal continental, mas sé 38,6% dos casos foram notificados [3, 12].
Por outro lado, de acordo com os dados da OMS, em 2011 e 2012, ndo foram declarados casos de
leishmaniose em Portugal e o relatério anual de 2013 do European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) nao refere quaisquer dados sobre a ocorréncia de leishmaniose nos paises europeus,
informagGes que suportam a existéncia de subnotificacdo significativa desta parasitose em Portugal [12].
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JUSTIFICAGAO DO ESTUDO

O aumento da incidéncia de doencas infeciosas transmitidas por vectores na Europa é um problema de
saude emergente. Neste contexto, varios estudos indicam um aumento na incidéncia de LV na bacia
mediterranica e o alastramento das zonas endémicas [13, 14].

No entanto, dada a elevada percentagem de subnotificacio da LV em Portugal é dificil estimar o
impacto desta doenga na saude publica [14, 15]. Por exemplo num dos raros estudos focados na
caraterizacdo do perfil epidemiolégico da Leishmaniose diagnosticada em Portugal entre 1999-209
estimou-se uma subnotificagio na ordem dos 61.4% [16]. E por isso premente determinar a real
prevaléncia da coinfecgdo VIH-VL para que estratégias globais para avaliar e gerir o risco de transmissdo
sejam delineadas [11, 17, 18].

Nas ultimas décadas, a LV surgiu como uma importante infe¢do oportunista associada ao VIH, o que tem
importantes implicagGes clinicas, diagndsticas e epidemiolégicas, constituindo um problema de satde
publica latente na Europa [19-21]:

* Os pacientes infectados pelo VIH sdo particularmente vulneraveis a LV, enquanto a LV acelera a
progressao do VIH para a SIDA.

* Nos doentes co-infetados com LV-VIH, a quimioterapia é menos eficiente e as recaidas sdo
frequentes (elevada taxa de morbilidade e mortalidade).

* As recaidas recorrentes, ao promoverem a selecdo de clones resistentes, tém o potencial de
contribuir para o aumento da resisténcia aos farmacos, particularmente em condicOes
permissivas a transmissdo leishmaniose antroponética.

* Os pacientes co-infetados podem apresentar parasitémia elevada podendo atuar como
reservatorio, tornando-se uma fonte de infecdo para o inseto vetor.

Levando em consideracdo o progndstico desfavoravel da coinfecgdo e o alto risco de recidivas, seria
extremamente importante identificar a infecdo VL antes do inicio da doenca, visando o estagio latente
ou precoce da infecdo (assim como para outras infe¢ées oportunistas) [10, 22].

Em doentes imunocomprometidos os testes seroldgicos para diagnosticar a LV sdo menos precisos e os
testes moleculares, embora mais precisos, sdo mais raros em contextos de cuidados de saude primarios
[5, 23]. Consequentemente, o diagndstico geralmente depende do procedimentos invasivos, que nao
podem ser frequentemente repetidos, e que tém riscos acrescidos em grupos de doentes mais
vulneraveis [10]. E por isso urgente desenvolver novos testes de deteccio de anticorpos anti-
Leishmania, que sejam fidedignos no diagndstico de LV em doentes VIH+.
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OBJECTIVOS

* Determinar a prevaléncia de LV na populagcdo VIH+ em Portugal, por técnicas de biologia
molecular e por técnicas seroldgicas (deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em circulagdo).
* Validar o uso de novos antigénios recombinantes no diagndstico de LV em doentes VIH+ na
populagdo portuguesa.
¢ Criacdo de Biobanco de componentes sanguineos para estudos longitudinais de doentes VIH-VL:
o estabelecer uma assinatura de biomarcadores para diagnosticar e monitorizar o
tratamento da LV em pacientes VIH+
o estabelecer biomarcadores para identificagdo de casos VL assimptomaticos e subclinicos

O projeto aqui apresentado insere-se num projeto maior, desenvolvido em parceria com o Instituto de
Salud Carlos lll — Espanha (laboratério de referéncia para o estudo de Leishmanioses na Europa), que
tem por objectivo final definir assinaturas serolégicas e celulares em sangue periférico para
estratificacdo da doenca.

Metodologia tipo — Recrutamento de Participantes

Pretende-se incluir neste estudo o nimero de participantes possivel de doentes VIH+, co-infectados com
VIH-LV ou LV, e tenham indicacdo para realizacdo de analises de rotina periddicas, por um periodo de 8
meses desde o inicio do projecto. Os critérios de inclusdo no estudo sdo: adultos (18-65 anos).

As amostras de sangue total e soro dos doentes sinalizados pelo servico de Infecciologia e/ou Medicina
Interna, a chegada ao laboratdrio serdo identificadas com um numero individual de amostra
anonimizada. As amostras (sangue toral e soro\plasma) serdo fornecidas ao Grupo de Doengas
Parasitarias (IBMC\i3S) pelos Laboratérios de Patologia Clinica, apds conclusdo do circuito de andlise.
Estas amostras serdo depois caracterizadas para a presenca de anticorpos anti-Leishmania e DNA do
parasita no laboratdrio de Doencas Parasitarias do IBMC\i3S.

Os investigadores do grupo de Doencas Parasitarias do IBMC\i3S ndo terdo acesso a nenhum dado
biografico, epidemioldgico ou clinico relativo ao doente, s6 acedida pelo médico assistente responsavel
pela selecdo dos doentes (VIH+ com idade entre os 18-65 anos). Este estudo ndo implica métodos
invasivos (sera usado material recolhido no seguimento de analises de rotina apds a conclusdo do
circuito de analise), nem deslocagdes especificas dos participantes.

Financiamento
Qualquer encargo inerente a este projeto serd da responsabilidade do Grupo de Doengas Parasitarias do
IBMC-i3S (https://www.i3s.up.pt/content/research-group-detail?x=43)

Cronograma

Estima-se o inicio da recolha das amostras bioldgicas a partir de Julho de 2019 durante um periodo de 8
meses. Seguir-se-4 o processamento das amostras e analise de dados. A apresentac¢do final dos
resultados esta prevista para 2021.
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Colaboragdo da APECS:

Parceria Institucional na aplicacdo e divulgacdo do projecto.
Facilitador no contacto com clinicos que possam colaborar no projeto.
Plataforma para divulgacdo dos resultados junto dos seu associados e corpos clinicos relevantes.
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Lisboa, 28 de Fevereiro

(Anabela Cordeiro da Silva, MSc, PhD) (Ana Pinto, PhD)
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