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meu coragao cresce dez metros e explode

- 6 vida futura! noés te criaremos.”

Carlos Drummond de Andrade

Sentimento do Mundo
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APRESENTACAO

Esta tese é composta por trés revisfes sisteméticas e um estudo clinico e busca
contribuir para a reducdo de algumas lacunas do conhecimento acerca da

coinfeccao Leishmania-HIV.

Considerando a revisdo da literatura uma investigacao cientifica e a primeira fase de
abordagem de um problema, esse trabalho se inicia com a busca dos fatores
relacionados a recorréncia da leishmaniose visceral (LV) entre infectados pelo virus
HIV no artigo “Predictors of Visceral Leishmaniasis Relapse in HIV-Infected
Patients: A Systematic Review". Tem continuidade com o artigo “The Diagnostic
Accuracy of Serologic and Molecular Methods for Detecting Visceral
Leishmaniasis in HIV Infected Patients: Meta-Analysis"”, que descreve a acuracia
dos métodos soroldgicos e moleculares para o diagnéstico da forma visceral da
leishmaniose em pacientes portadores de HIV e, finalmente, uma revisédo sobre os
dados disponiveis a cerca da eficacia dos varios tratamentos utilizados para LV
entre infectados pelo HIV no artigo “Efficacy of anti-Leishmania therapy in
visceral leishmaniasis among HIV infected patients: a systematic review with
indirect comparison”. Em consonancia com as regras do Programa de POs-
graduacédo em Ciéncias da Saude do Centro de Pesquisa René Rachou, os artigos
foram redigidos de acordo com as normas da revista PLoS Neglected Tropical
Diseases, peridodico médico eletrénico e de livre acesso onde estdo publicadas as
revisdbes. O quarto artigo, publicado no American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene e intitulado "Comparison of parasitological, serological and
molecular tests for visceral leishmaniasis in HIV-infected patients: a cross-
sectional delayed type study", relata a experiéncia de um centro de referéncia
para doengas infecciosas em Minas Gerais com o diagnostico de LV entre infectados
pelo HIV e representa os primeiros resultados de um estudo de coorte iniciado em
2011.
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RESUMO

Leishmaniose visceral (LV) entre infectados pelo HIV tem incidéncia crescente em
regides onde as duas infeccbes sdo endémicas. Reconhece-se hoje que a doenca
esta associada a maior mortalidade, menor taxa de resposta clinica e parasitolégica
e maior toxicidade ao tratamento que as observadas em pacientes néo infectados
pelo HIV. Vérias sdo as incertezas e dificuldades a cerca do diagndstico, tratamento
e seguimento dos pacientes coinfectados com Leishmania-HIV. Esta tese é
composta por trés revisdes sistematicas e um estudo clinico e busca contribuir para
a reducdo de algumas lacunas do conhecimento a cerca da coinfec¢cdo Leishmania-
HIV. Por meio de revisfes sistematicas da literatura e de um estudo transversal, que
comparou a acuracia de métodos invasivos e nao invasivos para o diagnostico de LV
entre infectados pelo HIV, confirmamos baixa sensibilidade dos testes soroldgicos, a
excecdo do teste de aglutinacdo direta, que deve ser preferido em rotinas de
investigacdo. Incluindo nossos préprios resultados, foram identificados apenas trés
estudos que avaliaram o desempenho de testes imunocromatograficos rapidos,
baseados na pesquisa do anticorpo contra o antigeno recombinante K39, entre
infectados pelo HIV. Por sua vez, testes baseados na reacdo em cadeia da
polimerase, incluindo a técnica que utiliza como alvo a subunidade ribossomal do
RNA e testada em nosso meio, apresentam alto desempenho global e despontam
como alternativa menos invasiva ao exame parasitolégico. De acordo com a
evidéncia disponivel, a terapia antirretroviral altamente potente n&o constitui
intervencdo suficiente para evitar a recidiva. Por outro lado, o uso de profilaxia
secundaria reduz significativamente a ocorréncia de episodios subsequentes de LV.
A revisdo da literatura nos permitiu ainda identificar algumas condicdes marcadoras
do risco de recidiva que, se presentes, reforcam a indicacdo de profilaxia
secundéria: auséncia de elevacdo da contagem de linfocitos T CD4+ no seguimento;
historia prévia e recidiva de LV; contagem de linfocitos T CD4+ abaixo de 100
células/mL na ocasido do primeiro diagnoéstico de LV. Os trabalhos publicados
revelam maior taxa de resposta clinica com o uso de anfotericina B em relacdo ao
tratamento com derivados de antimbnio, o que parece estar relacionado a menor
toxicidade que a maior eficacia. Os derivados de antimoénio sdo drogas mal toleradas
pelos pacientes coinfectados com HIV, associando-se a alta taxa de
descontinuidade do tratamento e mortalidade trés vezes maior que a observada com
o tratamento com anfotericina B. Os dados disponiveis até o momento sé&o

XV



insuficientes para se comparar a eficacia entre as varias formulacées de anfotericina
ou se definir a dose e o tempo de tratamento ideais para LV entre infectados pelo
HIV.
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ABSTRACT

Concurrent visceral leishmaniasis (VL) and HIV infection have been reported in most
areas of the world where the geographical distribution of the two infections overlap.
The disease is characterized by significantly lower cure rates, higher drug toxicity,
relapse and mortality rates than those for VL in non-HIV-infected individuals. There
are many uncertainties and difficulties about the diagnosis, treatment and monitoring
of Leishmania-HIV coinfected patients. This dissertation is composed of three
systematic reviews and a clinical study and aims to contribute to the reduction of
some of the knowledge gaps in Leishmania-HIV coinfection field. Through a
systematic literature review and a cross-sectional study, designed to evaluate the
accuracy of invasive and noninvasive tests for VL diagnosis in HIV-infected patients,
it was confirmed the low sensitivity of serological tests, except for direct agglutination
test. Including our own results, there are only three studies evaluating the
performance of anti-rK39 based dipsticks tests among HIV-infected patients. Tests
based on DNA detection are highly sensitive and may contribute to a VL diagnostic
workup. A good performance was also obtained (in our cross-sectional study) with a
real time PCR (polymerase chain reaction) using as target the small subunit of
ribosomal RNA. PCR tests are emerging as a less invasive and a useful alternative to
parasitological examination. According to the available evidence, highly active
antiretroviral therapy is not sufficient to prevent VL recurrence. In contrast, secondary
prophylaxis was shown to be protective against relapse. Some predictors of VL
relapse could be identified: a) the absence of an increase in CD4+ cells at follow-up;
b) lack of secondary prophylaxis; and c) previous history of VL relapse. CD4+ counts
below 100 cells/mL at the time of primary VL diagnosis may also be a predictive
factor for VL relapse. Based on these observations, a high-risk population might be
identified and such patients might then be eligible for secondary prophylaxis.
Available evidence suggests higher clinical response rate with amphotericin B than
with antimony treatment, which appears to be related to less toxicity than with higher
effectiveness. Antimonial therapy carries a higher rate of drug discontinuation and a
significantly higher mortality indirectly compared to treatment with amphotericin B.
The optimal dose of amphotericin and the difference in efficacy between its various

formulations remain to be established.
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1.1 Aspectos epidemiolbgicos

A leishmaniose representa um complexo de d oencas com importancia clinica e
epidemioldgica que afeta principalmente individuos de paises em desenvolvimento,
sendo considerada pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) [1] como uma das
doencgas tropicais negligenciadas. Sdo mais de 14 milhdes de pe ssoas infectadas
em todo o mundo e cerca de dois milhdes de novos casos a cada ano, dos quais
apenas 600 mil sdo oficialmente notificados [2]. A doenca é causada por um
protozoario do género Leishmania spp. que se multiplica em vertebrados
especificos, os reservatérios, sendo o p arasito transmitido ao homem através da
picada de flebotomineos. A infeccdo afeta as camadas mais pobres das populagdes

de 88 paises onde 350 milhdes de pessoas vivem sob risco [1].

Sé&o reconhecidas duas grandes apresentagdes clinicas de | eishmaniose: a forma
tegumentar (LT), que inclui as formas cutdnea, mucocutdnea e mucosa, e a visceral
(LV). A diferenciagdo para uma ou outra forma da doenga decorre da espécie de
Leishmania envolvida e da resposta imune do hospedeiro. A forma cutdnea pode
seguir para cura espontdnea deixando cicatrizes e, dependendo da es pécie de
Leishmania, a infecgado pode evoluir para a leishmaniose cutanea difusa, recidivante

ou mucosa, com lesées muitas vezes desfigurantes.

Leishmaniose visceral, também conhecida como Kala-azar, a forma sistémica e mais
grave dentre as leishmanioses, é fatal em quase todos os casos se nio tratada [3]. E
causada por parasitos do complexo donovani, havendo poucos casos descritos por
L.(L.) tropica [4] e L.(L.) amazonensis [5]. A presenga de desnutricdo e
imunossupressdo, nomeadamente ai nfeccdo pelo HIV, sao condigcdes que
reconhecidamente predispéem a manifestagado clinica. Os sintomas comuns sao
febre, calafrios, perda de peso, anorexia e desconforto no hipocdndrio esquerdo. Os
sinais clinicos mais frequentes sdo esplenomegalia, com ou sem hepatomegalia, e
palidez das mucosas. Linfadenopatia pode estar presente, o que € especialmente
comum no Sudao, podendo ser a unica manifestagao clinica. Escurecimento da pele
da face, maos, pés e abdome sao tipicamente encontrados na india (na lingua Hindi,

kala-azar, significa "Febre negra” ou "Febre mortal"). Sinais de desnutricdo (edema,
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alteracdes da pele e cabelo) podem desenvolver-se a medida que a doenga progride

e infecgcbes bacterianas intercorrentes sdo comuns.

Sob o aspecto da transmissdo, sao reconhecidas duas formas de LV: zoondtica e
antropondtica. A forma zoonética, causada por L. (L.) infantum e que tem o cao
como principal reservatorio, ocorre na regidao do Mediterraneo, China, Oriente Médio
e América do Sul. Ao nivel global, a forma antropondtica, caracterizada pela
transmissdo homem-a-homem e sem reservatério animal, é c laramente a mais
comum, sendo responsavel por mais de dois tercos dos casos de LV no mundo. E
causada por L.(L.) donovani e prevalente na Africa Oriental, Bangladesh, india e

Nepal, locais densamente povoados [4, 6].

Em areas endémicas, a doencga tende a ser relativamente crénica e as criancas sao
especialmente afetadas. Até recentemente, a faixa etaria mais acometida por L. (L.)
infantum no sul da Europa, norte da Africa e Asia ocidental e c entral estava
compreendida entre um e quatro anos. No entanto, desde o advento da infecgao
pelo HIV e aumento do uso de imunossupressao para o transplante e quimioterapia,
cerca de metade dos casos na Europa sdo agora descritos em adultos [7]. Em areas
endémicas da Africa oriental e india, a maior incidéncia é encontrada em criangas e

adultos jovens [4].

O Brasil figura como um dos seis paises detentores de 90% dos casos globais de
LV, com aproximadamente 80 mil casos de LV notificados e cerca de 4500 mortes
de 1980 a 2011. Dados de notificagdo do Ministério da Saude do Brasil revelam um
aumento na incidéncia da doenca, sendo que a média de casos registrados
anualmente cresceu de 1.601 entre 1985 a 1989 para cerca de 3.800 no periodo
compreendido entre 2005 e 2011 [8]. Além de incidéncia alta, o pais vem sofrendo
significativa modificagdo no comportamento epidemiolégico da LV nos ultimos 30
anos. A doencga, historicamente reconhecida como uma endemia rural e de
ocorréncia focal, comegou a invadir as grandes cidades brasileiras no i nicio da
década de 1980. Primeiramente foram atingidas as cidades de Teresina/Pl e S&o
Luis/MA e, a seguir, focos de LV foram registrados em diferentes cidades do pais
como Santarém/PA, Natal/RN, Corumba/MS, Montes Claros/MG, Belo
Horizonte/MG, Campo Grande/MS, Aracaju/SE, Feira de Santana/BA, Aragatuba/SP,

Bauru/SP, Imperatriz/MA, Palmas/TO, Fortaleza/CE, entre outras [9]. Recentemente,
19



casos de LV vém se multiplicando nas regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste. Na
década de 1990, apenas 10% dos casos do pais ocorriam fora da Regido Nordeste
em contraste com os 47,5% em 2011 [8]. Os motivos que levaram a urbanizagdo da
leishmaniose sdo ainda pouco conhecidos, mas as transformagdes ambientais
associadas a movimentos migratérios e a ocupagao urbana néo pl anejada, as
condigdes precarias de saneamento e habitagdo nas periferias destas cidades e a

desnutrigcdo sao alguns dos muitos fatores implicados no fenémeno.

Outra tendéncia epidemiolégica que preocupa no Brasil é a elevagcédo gradativa na
letalidade por LV, que passou de 3,2% em 2000 para 5,7% em 2009 e 6.7% em
2011 [8, 10]. Por razdes ainda nao esclarecidas, a regido metropolitana de Belo
Horizonte, Minas Gerais, apresenta um dos indices de letalidade mais altos do pais,

com média de 12,6% entre 2006 a 2010, segundo informagdes disponiveis [11].

1.2 Aspectos epidemioldgicos da coinfeccdo Leishmania-HIV

Segundo dados da OMS, ja eram cerca de 34 milhdes de pessoas em todo o mundo
vivendo com HIV em 2010 [4]. O Brasil é o epicentro da epidemia na América do Sul,
concentrando 1/3 de todas as pessoas com HIV da parte sul do c ontinente
americano [12]. Desde o primeiro relato brasileiro de infeccéo pelo HIV na década de
1980, ja foram notificados até agora ao Ministério da Saude quase 650.000 casos
[8]. De nota, observam-se modificagdes importantes no perfil da epidemia nos
ultimos anos: dispersado dos casos para as macrorregides com taxas mais baixas de

urbanizagao e para as cidades de médio e pequeno porte.

Sobre a coinfecgcao Leishmania-HIV, o primeiro paciente diagnosticado no mundo
com a c ondigdo foi apresentado em 1985 na F ranca [13] e, desde entdo, a
associagao ja foi descrita em cerca de 35 paises [12]. Embora o numero de novos
casos tenha diminuido na Europa desde o final dos anos 1990 [7], principalmente
devido ao acesso a terapia antirretroviral (TARV) altamente ativa, em outras partes
do mundo, com acesso limitado ao tratamento, a prevaléncia da coinfec¢ao continua
a aumentar, especialmente em algumas regides na Africa, como o norte da Etidpia.
Neste pais, a taxa de infeccéo pelo HIV entre pacientes com LV subiu de 19% entre

1998 e 1999 para 34% entre 2006 e 2007. J& no Brasil, india, Nepal e Sudao, a
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prevaléncia estimada de infeccdo pelo HIV entre pacientes com LV mantem-se
abaixo de 10%, mas com expectativa de elevacéo diante da ruralizagdo da epidemia
pelo HIV [4]. Uma avaliagdo de 83 casos de coinfecgado descritos no Brasil desde
1987 em congressos, artigos cientificos e notificacbes a rede de coinfecgao
Leishmania-HIV [14] revelou que 63% deles apresentavam LT (80% destes com a
forma cutdnea mucosa ou mucosa) e 37% LV. A média de idade foi de 37 anos e
91,9% dos casos eram do sexo masculino. Em 18% dos pacientes o diagndstico de
leishmaniose antecedeu o de HIV e, em 41%, o diagndstico das duas infecgdes foi

simultaneo.

Estudos recentes, realizados em populagdo de pes soas infectadas pelo HIV no
Brasil [15, 16], identificaram prevaléncia de infec¢cado assintomatica por Leishmania
spp. entre 15 e 20%, avaliada por testes sorolégicos ou moleculares, o que reforga a
importancia da coinfecgdo em nosso meio. Ja sobre os individuos doentes, as
maiores informagdes sobre a associacdo Leishmania-HIV no Brasil provém do
levantamento realizado, em 2006, pelo Ministério da Saude a partir do cruzamento
de dados dos Sistema de | nformagdo de Agravos de N otificacdo (SINAN) e do
Sistema de Informagdes sobre Mortalidade, Laboratorio e Medicamento (SICLOM).
Foram relacionados 16.210 casos de LV e 150 mil casos de LT que, apds cruzados
com o banco de notificagcdes de aids, permitiram a identificacdo de 176 pacientes
com LV/aids (1,1% dos casos de LV) e 150 casos com LT/aids (0,1% dos casos de
LT). As principais manifestagcdes clinicas da LV foram: febre (78%), emagrecimento
(77%), esplenomegalia (91%) e h epatomegalia (55%). Infecgbes oportunistas
concomitantes foram descritas com as seguintes frequéncias: candidiase (46%),
pneumonia por Pneumocystis jiroveci (24%), infecgdo por Mycobacterium sp. (33%),
neurotoxoplasmose (15%) e meningite criptococcica (7%). Foram estes dados que
demonstraram a magnitude da associag¢ao leishmaniose-aids no Brasil e apontaram

para a necessidade de aprimoramento da vigilancia da coinfecgao.

Ao contrario do que se constata com a apresentagcdo da doencga, muito parecida com
a observada em individuos sem imunodeficiéncia, a ev olugdo clinica apdés o
tratamento de LV em infectados pelo HIV diverge significativamente em relagéo ao
curso da doenca em imunocompetentes [2]. LV-HIV caracteriza-se por baixas taxas
de cura [17, 18, 19], alta mortalidade [18, 19, 20], alta ocorréncia de toxicidade

durante o tratamento [18, 21] e, principalmente, grande tendéncia a recidiva [18, 20,
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21, 22].

A taxa de recidiva de LV, os fatores relacionados a sua ocorréncia, o impacto da
elevagdo da contagem de linfécitos T CD4+ e da introdugcdo de TARV altamente
potente sdo desconhecidos e foram motivagao para a primeira revisao da literatura,
apresentada como ARTIGO 1. O conceito atual é de que LV ocorrendo no curso da
infeccdo pelo HIV ndo pode ser curada em grande parte dos pacientes, apesar de
extensivo tratamento leishmanicida [2]. Recentemente, a par tir das informacoes
obtidas com o acompanhamento, por meio de biologia molecular, de pacientes
coinfectados pelo HIV apds o tratamento para LV foi proposta a definigdo de uma
nova entidade clinica denominada “leishmaniose visceral crbnica ativa” [23]. A
principal observagdo do grupo francés que primeiro propds esta condicdo foi a
ocorréncia de episédios agudos de LV seguidos por periodos livres de sintomas, ou
com sinais subclinicos, mas com persisténcia parasitaria medida por PCR (do inglés,
polymerase chain reaction). Outra caracteristica comum a es ses casos é a falha
parasitoléogica ao fim de varios tratamentos e a despeito do uso de pr ofilaxia
secundaria, além de uma reconstituicdo imune débil, mesmo com o uso regular de
TARV. Varios sdo os mecanismos aventados para explicar esse fenédmeno, tal como
a producgao insuficiente de interleucina-2 e interferon gama, mediadores essenciais
da resposta inflamatdria, o que explicaria a circulagao cronica de parasitos. Outra
hipétese complementar é a existéncia de “santuarios” que funcionariam protegendo
o parasita da acdo do sistema imune e das concentracdes elevadas de anfotericina
B.

Os sinais e s intomas classicos de LV , febre, esplenomegalia e c itopenia,
isoladamente ou em combinacéo, ndo sdo especificos o suficiente para diferenciar
esta condicdo de esquistossomose (aguda ou h epatoesplénica), salmonelose,
histoplasmose, tuberculose disseminada, malaria e outras infecgcoes sistémicas.
Para pacientes infectados pelo HIV, o diagnéstico pode ser ainda mais dificil ja que
as manifestagdes tipicas podem estar ausentes. De acordo com algumas séries
publicadas, esplenomegalia é menos frequente entre coinfectados [18] e 42 a 68%
dos casos apresentam outras infecgdes oportunistas associadas, que podem cursar
com sintomas semelhantes, complicando ainda mais o diagnéstico clinico [24]. Nos
ultimos anos, além da pesquisa direta, cultivo e dos testes sorologicos, varias

técnicas moleculares foram desenvolvidas, com grande avango na qualidade de
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identificacdo e caracterizagao de espécies de Leishmania, mas falta padronizacéo e

principalmente acesso a essas técnicas.

1.3 Consideracdes sobre o diagnodstico de LV entre infectados pelo HIV

1.3.1 Diagnoéstico parasitolégico

A deteccao de parasitos por microscopia ou cultura em amostras de diferentes
tecidos é considerada o "padrédo ouro" ou "teste de referéncia" para o diagndstico de
LV entre doentes coinfectados com HIV. O aspirado esplénico, procedimento comum
em regides endémicas na Africa [17, 25], é considerado o método mais sensivel
para o diagnéstico de LV, envolvendo porém risco ndo desprezivel de complicagao
hemorragica (aproximadamente 0,1%) [26]. O potencial de complicagdo dessa
técnica exige sua realizagdo por equipe experiente e em local com infraestrutura
minima para a abordagem de intercorréncias. Fora da Africa, a pesquisa direta do
parasito em material aspirado de medula dssea tem sido a técnica mais utilizada,
com sensibilidade descrita entre 67 a 94% [18, 27-29]. Tao invasiva quanto o
aspirado esplénico, a bidpsia hepatica tem sensibilidade descrita em 87% [29]. Por
outro lado, a pesquisa de amastigotas em sangue periférico - uma alternativa
diagndstica minimamente invasiva - apresenta menor taxa de positividade, em torno
de 50 a 53 % para pacientes coinfectados [30, 31], sendo que cultura de células
mononucleares de sangue periférico tem sensibilidade entre 64 e 67% [32, 33]. Da
mesma forma, o aspirado de linfonodos representa estratégia menos sensivel para o
diagndstico, mas ainda frequentemente utilizado no Sudéao, onde linfadenomegalia é
um sinal comum [34, 35]. Muitas vezes como um achado ocasional e inesperado,
amastigotas podem também ser encontradas em locais incomuns, tais como
pulmdes, laringe, amigdalas, aparelho digestivo, reto, fluido espinhal e outros [22].
Para o exame parasitolégico, independentemente do espécime bioldgico utilizado,
recomenda-se que 0 exame microscopico seja feito por ao menos uma hora com a
observagédo de ao menos duas laminas a procura das formas tipicas do parasito. A
experiéncia do microscopista € crucial para o diagndstico preciso e, embora os
imunossuprimidos sejam frequentemente descritos como macicamente infectados,
ha relatos de r esultados falsos negativos atribuidos a pancitopenia. A carga

parasitaria pode também ser afetada pelos tratamentos anteriores ou infecgdes
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concomitantes [36]. Quanto ao d esempenho da c ultura, exame realizado com
material obtido de aspirado esplénico mostra alta sensibilidade (63 a 100%) [18, 20],
semelhante a encontrada com aspirado de medula 6ssea (50 a 100%) [22, 37].

1.3.2 Diagnostico soroldgico

Testes sorolégicos sdo métodos n&o invasivos, simples, mas com valor diagndstico
reconhecido como limitado com base em relatos que estimam em mais de 40% a
proporcdo de individuos coinfectados com HIV que nao apresentam niveis
mensuraveis de anticorpos especificos contra Leishmania spp. [22]. Esse padrao
provavelmente decorre da auséncia de células T que podem reconhecer antigenos
de Leishmania spp., o que é essencial para a apresentacdo e estimulagdo das
células B. A taxa de soropositividade descrita na literatura varia de acordo com o
teste sorologico empregado e difere significativamente entre os trabalhos publicados
e nas diversas regides endémicas. Em uma revisdo narrativa (ndo sistematica) de
2008 [2], as ensibilidade diagndstica das técnicas sorolégicas para pacientes
coinfectados com HIV foi assim resumida: “entre 11 a 67% para imunofluorescéncia
indireta (IFAT) [38, 39], 76 a 89% para teste imunoensaioenzimatico (ELISA) usando
antigeno soluvel [40], 22 a 62% para teste imunoensaioenzimatico usando antigeno
recombinante K39 (rK39) [38, 40], 74 a 85% para immunoblotting (BLOT) [38-40] e
95% para aglutinacao direta (DAT) [41]". O teste rapido utilizando antigeno rK39 é
uma técnica sorologica de facil execugdo e n&o invasiva, com alta sensibilidade e
especificidade no diagnostico de LV em pacientes imunocompetentes de diferentes
paises. Em relacido a pacientes imunossuprimidos pela infec¢gao pelo HIV, contudo,
os dados s&o escassos e, tal como para as outras técnicas sorologicas, o
desempenho descrito até o momento ndo atinge niveis satisfatorios [40]. Assim,
apesar da existéncia de algumas publicagbes descrevendo medidas de ac uracia
para varias técnicas no diagndstico de LV entre infectados pelo HIV, uma reunido
sistematizada desta evidéncia ainda n&o havia sido feita, justificativa para a segunda
revisao apresentada no ARTIGO 2.
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1.3.3 Deteccédo do antigeno de Leishmania spp.

Em teoria, testes baseados na detecgdo do antigeno deveriam ser mais sensiveis,
por prescindirem da resposta imune, € mais especificos do que ap esquisa do
anticorpo, por evitarem a reatividade cruzada e poderem distinguir infec¢ao ativa de
infeccbes passadas [42]. Baseado neste principio desenvolveu-se um teste de
aglutinagdo (KATEX®; Kalon Biological LTDA, Reino Unido) para detectar antigenos
de Leishmania spp. em urina, durante episédios de doenga ativa, quando a carga
parasitaria se encontra elevada. Em estudos realizados em pacientes coinfectados
na Espanha [43, 44], a sensibilidade variou de 85,7% e 100% e a es pecificidade
testada em unico estudo foi de 96%. Riera e colaboradores [43] descreveram ainda
que a pesquisa do antigeno foi negativa para pacientes coinfectados considerados
curados (sem amastigotas em aspirado de medula 6ssea ou sangue apds o
tratamento), indicando que esse teste poderia ser utilizado como marcador de
infeccdo ativa e monitoramento da eficacia do tratamento. Por outro lado, o teste
detectou também antigenos de Leishmania spp. em periodos assintomaticos entre
recaidas, indicando a presencga de infeccdo subclinica. Estes resultados estao de
acordo com aqueles obtidos em imunocompetentes pelos grupos liderados pelos
pesquisadores Sundar [45] na i ndia, EI-Safi [46] no Suddo e por Cruz [47] na
Espanha — este com pacientes pediatricos. Em outro estudo espanhol [48], a
pesquisa do antigeno de Leishmania spp. foi negativa na urina de paciente infectado
pelo HIV, assintomatico, mas com infeccdo documentada por PCR, o que levanta
mais questdes sobre a aplicacdo do teste. Varios estudos realizados no |l este da
Africa e no subcontinente indiano [45, 49, 50] mostraram boa especificidade, mas
uma sensibilidade de baixa a moderada (48-87%). Além desta limitagdo, duas outras
de ordem praticas precisam ser ressaltadas: a urina deve ser fervida para evitar
reacoes falso positivas e é di ficil distinguir os resultados fracamente positivos dos

negativos, o que afeta a reprodutibilidade do teste.

1.3.4 Diagndstico molecular

A técnica de PCR para o diagndstico das leishmanioses foi introduzida na década de
1990 [51, 52], inicialmente para a forma cutédnea e em seguida para o diagndstico da

forma visceral, utilizando-se tecidos de pacientes infectados. Sua aplicagdo no
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sangue foi primeiro descrita em 1995 [33, 53-55] e, desde entdo, foram muitas as
publicacdes [56] em que o método, utilizando diferentes amostras clinicas, apesar da
variagao de resultados, alcangou desempenho melhor do q ue o obtido com os
métodos parasitoldgicos classicos [33, 57, 58]. Varios sdo os alvos utilizados, como
RNA ribossémico (rRNA), DNA do cinetoplasto (KDNA) ou s equéncias nucleares
repetidas [57, 59, 60]. O bom desempenho da técnica motivou seu uso frequente
para o di agnéstico de LV em laboratorios de pesquisa e r eferéncia em muitos
paises, mesmo que usando protocolos artesanalmente desenvolvidos [61]. Por outro
lado, a demonstracado frequente de P CR positiva em individuos sem sintomas da
doenga em regides endémicas [62, 63], incluindo coinfectados pelo HIV [15, 16],
langa alguma duvida sobre sua aplicagao clinica neste contexto. Mais recentemente,
a PCR em tempo real (QPCR) permitiu ainda a quantificagdo da carga parasitaria de
maneira fidedigna e rapida, o que faz vislumbrar a possibilidade de mais uma
ferramenta para determinagdo de infecgdo utilizando sangue periférico. Por esta
técnica, o monitoramento da amplificacdo de sequéncias especificas de DNA ocorre
a medida que areagao procede. Suas principais vantagens incluem a redugao no
tempo necessario para arealizacdo do ensaio e ar edugdo da taxa de ex ames
positivos por contaminacdo [53, 64]. Especificamente no caso de doentes
coinfectados com HIV, uma de suas aplicacbes mais relevantes seria o
acompanhamento da dinamica da infecgao por Leishmania spp. apos o tratamento
e, possivelmente, a predigdo de recaidas em longo prazo [56, 60, 65]. Em caes
doentes, ja se evidenciou que cargas parasitarias mais altas, mensuradas através do
gPCR, estao relacionadas a quadro clinico mais grave [66, 67]. Contudo, a relagéo
entre maiores quantidades de parasitos e evolugao para doenca em caes infectados
inicialmente assintomaticos € ainda controversa [68, 69]. Em humanos, os estudos
com gPCR sé&o escassos, havendo grande variabilidade na carga parasitaria descrita
e sua relacdo com a evolugao clinica ainda nao foi estabelecida [70]. Por outro lado,
significativa reducédo da parasitemia logo apds inicio do tratamento especifico para
LV é uma constante entre os trabalhos [53, 71, 72]. Em pacientes coinfectados pelo
HIV, tal como em imunocompetentes, também se observa queda significativa no
numero de parasitos logo apds inicio de administragdo de anfotericina B, havendo,
contudo, persisténcia de carga parasitaria baixa ao término do tratamento em grande
parte dos pacientes e elevagao da parasitemia concomitante a recidiva de LV [57,
56, 73].
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1.4 Tratamento de LV entre infectados pelo HIV

Os compostos a base de antiménio (estibugluconato de sddio e antimoniato de
meglumina) foram usados ao longo das ultimas décadas como o farmaco de
primeira linha para o tratamento de LV, inclusive em infectados pelo HIV, em virtude
do seu baixo custo e disponibilidade na maioria dos paises [2]. No entanto, sdo
drogas bem conhecidas por sua alta toxicidade e resisténcia emergente. Em relagéo
aos portadores de HIV, sdo muitas as publicagbes sugerindo que a alta mortalidade
observada no curso do tratamento para LV esteja relacionada ao préprio antimoniato
[18, 19]. Desde a década de 80, a anfotericina B tem sido utilizada no tratamento de
LV. Trata-se de um antifungico poliénico cujo alvo é o er gosterol, principal
componente da membrana da Leishmania spp.. Seu uso também tem sido limitado
por toxicidade e efeitos adversos, especialmente febre, calafrios, flebite e,
principalmente, nefrotoxicidade. Em fungao destes efeitos adversos, recentemente, a
anfotericina desoxicolato vem sendo substituida, em paises com recursos
financeiros suficientes, por uma de suas formulacdes lipidicas. Nos Estados Unidos
da América, a formulacdo lipossomal (AmBisome®) é hoje a Unica droga aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de LV [74]. Estudos na
Europa, india e Brasil demonstraram que a formulacdo lipossomal da anfotericina B
tem alta eficacia e baixa toxicidade em pacientes imunocompetentes com VL [75].
Na Africa [76], contudo, j&4 foi observado percentual significativo de faléncia
terapéutica com a dose habitual de anfotericina lipossomal (20mg/kg), o que se
especula estar relacionado com a presenga de i munossupressado pelo HIV (n&o
identificada) e cargas parasitarias mais altas para Leishmania spp. Apesar desta
observacao e de haver poucos trabalhos comparando os varios tipos de tratamentos
na coinfeccdo Leishmania-HIV, anfotericina lipossomal vem sendo considerada o
tratamento de escolha para este grupo dei munossuprimidos, baseado
principalmente na opinido de especialistas [2, 74]. Na década passada, duas novas
drogas foram adicionadas ao arsenal terapéutico para a leishmaniose: paromomicina
e miltefosina. Esta dltima, uma droga originalmente desenvolvida como
antineoplasico, constitui-se hoje na unica opgéo disponivel para administracdo oral.
A primeira experiéncia com miltefosina em portadores de HIV foi relatada na Africa e
indicou boa tolerancia a droga, mas menor taxa de cura quando comparada com o
tratamento com antimoniato [21]. Sobre a paromomicina, ainda ndo ha dados sobre

a sua aplicacdo em portadores do HIV. Por enquanto, tanto paromomicina quanto
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miltefosina sdo drogas com disponibilidade limitada fora da india e alguns paises da
Africa. Ademais, nenhuma das duas drogas se encontra registrada para o
tratamento de LV no Brasil. Outra possibilidade que ja foi considerada ha alguns
anos um tratamento alternativo (segunda linha) para LV, isetionato de pentamidina,
€ hoje raramente utilizada devido as ua eficacia suboptima e alta toxicidade,
particularmente diabetes mellitus insulinodependente irreversivel. Diante da
inexisténcia de uma droga ideal para o tratamento de LV, que reuna alta eficacia,
baixa toxicidade e custo acessivel, uma abordagem cada vez mais explorada € a
terapia combinada, especialmente em regides de alta endemicidade, com o objetivo
de se identificar um esquema terapéutico de curta duragao, barato, bem tolerado e
que possa preferencialmente ser usado em regime ambulatorial, requerendo
monitoramento clinico minimo. A terapia combinada pode também ajudar a retardar
o aparecimento de resisténcia e aumentar a vida util das respectivas drogas, mesmo
racional que tem sido utilizado para doengas como a malaria, tuberculose e HIV.
Varias combinagdes comegam a s er avaliadas, inclusive com analises de custo
efetividade [77, 78], tal como antimoniais com paromomicina, anfotericina lipossomal
em dose uUnica associada a paromomicina e/ou miltefosina [6], dentre outras. Até o
momento, nenhum estudo fase 3 para avaliagdo de terapia combinada incluiu
pacientes infectados pelo HIV. Outro ponto essencial a ser considerado na escolha
terapéutica para uma doenca de distribuicdo tdo ampla sao as diferengas na eficacia
terapéutica entre as varias regides endémicas, o que € parcialmente explicado pelas
diferencas de susceptibilidade entre as espécies de Leishmania. Coerente com essa
observacao, a OMS [79] recentemente preconizou diferentes tratamentos de acordo
com a regidao geografica. Sobre a terapia para coinfectados por Leishmania-HIV,
entretanto, nenhuma recomendacao formal baseada na compilagao de evidéncias foi
produzida. Com este fim foi realizada a revisao sistematica apresentada no ARTIGO
3, que pretendeu identificar os dados publicados sobre a efetividade e toxicidade
relacionadas aos varios tratamentos descritos para LV em individuos infectados pelo
HIV.

Ao compilar aev idéncia cientifica publicada sobre aab ordagem clinica da
coinfeccdo Leishmania-HIV torna-se evidente a escassez de informagdes a cerca da
realidade da doenga nas Américas e, em especial, no Brasil. Assim, com o objetivo
de aumentar o conhecimento da coinfeccdo em nosso meio, o ARTIGO 4, que traz

os primeiros resultados de uma coorte de pacientes com diagndstico de LV iniciada
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em 2011, apresenta uma avaliagdo comparativa do desempenho da palpacédo do
baco, do exame parasitologico, das varias técnicas sorolégicas e da PCR em tempo
real - utilizando a subunidade ribossomal do RNA como alvo e realizada em sangue

periférico, no diagndstico de LV em um servigo de referéncia em Belo Horizonte,
Minas Gerais.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a abordagem clinica da | eishmaniose visceral entre pacientes infectados

pelo HIV em relagéo aos aspectos progndsticos, diagndsticos e terapéuticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Revisar de f orma sistematizada a evidéncia cientifica publicada sobre a forma
visceral da | eishmaniose em individuos infectados pelo HIV, em relacdo aos
seguintes aspectos:

- incidéncia de recidiva e os fatores relacionados a sua ocorréncia;

- acuracia dos métodos diagnosticos sorologicos e moleculares;

- eficacia e toxicidade relacionadas as opg¢des terapéuticas.

Determinar e comparar em adultos infectados pelo HIV e residentes em uma area
urbana, endémica e com sintomas de LV, aac uracia de varios meétodos
diagndsticos, a saber: imunofluorescéncia indireta, aglutinagéo direta, teste rapido
baseado na pesquisa do anticorpo contra o antigeno rK39, exame parasitolégico de
material obtido por aspiracdo de m edula 6ssea e PCR em tempo real para

Leishmania (L.) infantum no sangue periférico.
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3 METODOS

32



Para se alcancgar os objetivos propostos foram realizados trés revisdes sistematicas

da literatura e um estudo transversal com seguimento prospectivo.

3.1 METODOLOGIA DAS REVISOES SISTEMATICAS DA LITERATURA

A revisao sistematica constitui um dos instrumentos para obtencdo de subsidios
para pratica baseada em evidéncia. E uma metodologia rigorosa proposta para
identificar os estudos sobre um tema em questdo e disponibilizar a sua sintese,
aplicando métodos explicitos e sistematizados de busca. A metodologia busca
avaliar a q ualidade e validade desses estudos, além de sua aplicabilidade no
contexto onde as mudangas serdo implementadas. Cada um desses objetivos é
planejado e registrado considerando critérios que os validam, para minimizar o viés

e garantir qualidade a metodologia [80].

As revisdes seguiram as recomendagdes da Colaboragdo Cochrane [80] e roteiro
recentemente publicado [81], seguindo-se as etapas propostas pelo manual PRISMA
[82]. De acordo com essas recomendacoes, o trabalho pode ser dividido em:

1- Formulagéo da pergunta

2- Localizagéo e selecao dos estudos

3- Avaliacao da qualidade dos estudos

4- Coleta de dados

5- Analise e apresentacgao dos resultados

6- Interpretacéo dos resultados

7- Programacéo da atualizagao das revisdes

3.1.1 Bases de dados

Foram realizadas buscas nas principais bases eletrénicas de acesso livre (PubMed e
LILACS), além da base de dados de ensaios clinicos controlados da Colaboragao
Cochrane e busca manual nas referéncias bibliograficas dos artigos originais
identificados. Para a revisdo concluida em 2012, foram pesquisadas também as
bases EMBASE e WEB OF KNOWLEDGE, que se tornaram recentemente
disponiveis de forma gratuita para profissionais registrados no Conselho Federal de
Medicina do Brasil. Para a b usca na base de d ados PubMed, foram utilizados

descritores MeSH (Medical Subject Headings), vocabulario em lingua inglesa usado
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para indexar artigos, combinados com palavras textuais [83] com o objetivo de

aumentar a sensibilidade da busca.

3.1.2 Critérios de inclusado

Foram incluidos artigos originais, sem restricdo de data de publicagdo ou idioma,
que tivessem dados identificaveis de pacientes maiores de 14 anos infectados pelo
HIV e com diagndstico de LV definido pela presengca de sinais e/ou sintomas
associados a evidéncia parasitolégica, sorolégica ou molecular da infeccédo por

Leishmania spp.

3.1.3 Critérios de exclusao

Para todas as revisdes foram excluidos estudos com menos de 10 pacientes porque
estudos com amostras pequenas apresentam maior chance de viés de publicagao
[84].

3.1.4 Busca de artigos

Os artigos foram extraidos independentemente, sempre por dois revisores, e 0s
resultados das buscas foram comparados para verificar a concordancia.
Discordancias foram resolvidas por consenso e, caso necessario, com base na

opinido de um terceiro pesquisador experiente (AR).

3.1.5 Extracéo de dados

Elaborou-se em todos os casos um instrumento organizado para a extragdo dos
dados, utilizando-se tabelas contendo as variaveis de interesse. Foram registradas
as caracteristicas metodolégicas dec ada estudo (desenho, tamanho e
caracteristicas daa mostra, forma de diagndstico ous elecdo de p acientes,
covariaveis e desfechos avaliados, tempo de s eguimento, analise estatistica),
caracteristicas dos pacientes estudados e, finalmente, as medidas dos desfechos de

interesse para cada revisao.
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3.1.6 Avaliagdo da qualidade dos estudos

A justificativa para a avaliagdo da qualidade dos estudos incluidos € a detecgao das
semelhangas (homogeneidades) e diferencas (heterogeneidades) entre eles,
critérios fundamentais na decisdo de agrupa-los para a realizagdo de metanalise. O
instrumento de avaliagdo de qualidade utilizado variou de ac ordo com o tipo de
revisdo, se prognéstica ou di agnodstica, e com otipo de estudo avaliado, se
randomizado ou n&o randomizado. Independente do instrumento aplicado, os
aspectos analisados envolveram os métodos aplicados nos estudos originais, forma
de selecdo dos participantes, intervencao realizada e os desfechos avaliados. Na
revisdo sobre acuracia diagnostica utilizou-se o método “Quality Assessment of
Diagnostic Accuracy Studies” (QUADAS) [85], escore composto por 14 critérios e
elaborado por um grupo designado pelo NHS R&D (Network for those Involved in
Managing and Supporting Research and Development in Health and Social Care) -
Health Technology Assessment Programme (HTA) do Reino Unido. Para a avaliagao
da qualidade dos estudos nao randomizados, reunidos narevisdo sobre eficacia
terapéutica, utilizou-se o instrumento Newcastle-Ottawa Scale (NOS) [86], um
sistema de classificagdo que pontua os estudos de acordo com trés perspectivas:
seleg¢do dos participantes, comparabilidade entre grupos, forma de mensuragao do

desfecho.

3.1.7 Abordagem da heterogeneidade

Do ponto de vista metodoldgico, as fontes de heterogeneidade entre os estudos sao
muitas: o acaso, as diferencas de delineamento, a forma de selegdo de pacientes,
as diferencas nas intervengdes terapéuticas aplicadas e na forma em que os
exames foram avaliados. Outra causa de heterogeneidade importante e exclusiva
dos estudos de exames diagndsticos e progndsticos € a v ariagdo nos pontos de
cortes para os valores de referéncia do exame em questdo. Mesmo em estudos
randomizados para intervengao terapéutica, pode existir heterogeneidade porque a
randomizagao nao foi voltada para o exame em questdo e sim para a intervengao
terapéutica. Estudos retrospectivos por sua vez sdo enfraquecidos por causa de seu
risco de viés de selecdo. Ja o viés de verificagdo ocorre, por exemplo, quando a

indicacdo do exame padrdo-ouro € influenciada pelo resultado doex ame
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investigado: por exemplo, se a pr obabilidade de ser submetido ao exame
parasitologico em aspirado de medula (“padrao-ouro”) for maior naqueles com teste
sorologico positivo do que naqueles com teste negativo. Também em relagéo ao viés
de verificagdo, a analise do exame investigado deve ser idealmente mascarada para
outros testes e para o desfecho. O viés causado pelo espectro de fases da doenca
provoca variagées na sensibilidade e na especificidade do exame investigado, por
comparar populagdes com fases diferentes de uma mesma doencga: alguns estudos
com a maioria dos pacientes numa fase leve e nicial e o utros estudos com
pacientes em fase avancada da doencga [87]. Finalmente, o viés de publicacdo € a
tendéncia de estudos com resultados positivos serem mais frequentemente
publicados que estudos com resultados negativos, especialmente em revistas de
maior impacto e em lingua inglesa. Ocorre habitualmente porque tanto o autor como
o editor apresentam resisténcia em publicar estudos com resultados negativos.
Estudos com amostras muito pequenas apresentam maior chance de viés de
publicagdo, motivo pelo qual alguns autores preconizam que sejam excluidos. Para
reduzir a possibilidade de viés de publicacéo, as fontes de busca foram ampliadas

ao maximo [88].

A heterogeneidade entre os diversos estudos foi avaliada por meio da estatistica 12,
também chamada de medida de inconsisténcia. Essa estatistica descreve a
porcentagem de variabilidade do efeito que é devida a heterogeneidade e n&o ao
acaso. Quando > apresenta valor acima de 50%, considera-se que ha
heterogeneidade substancial, até 25% considera-se heterogeneidade leve e, e entre
25 e50% , heterogeneidade moderada. Diante de het erogeneidade alta, a
estratégica foi incorporar a heterogeneidade usando o modelo com efeitos aleatérios
para a estimativa do efeito, o que aumenta o intervalo de confianca do efeito medido
e produz uma medida mais conservadora ao permitir que a heterogeneidade
interestudo seja considerada na medida final. Sempre que possivel, tentou-se
explorar a het erogeneidade identificando suas causas, seja por anadlise de

subgrupos ou metarregresséo [80].
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3.1.8 Descricao qualitativa dos resultados

Na parte inicial dos resultados das revisdes, foram feitas apresentacdes narrativas

das principais caracteristicas dos estudos selecionados e s uas populacoes.

3.1.9 Descricdo quantitativa dos resultados — metanalise

A metanadlise resultou da combinagcdo dos resultados dos artigos originais,
produzindo uma unica medida do efeito da intervencgao terapéutica, da acuracia do
teste diagnostico ou do f ator de risco em estudo. Combinando-se as evidéncias
cientificas péde-se aumentar o tamanho da populagédo analisada, reduzir o intervalo
de confianca e aumentar o poder estatistico a fim de estimar com mais precisdo o
resultado final, ajustando a magnitude do seu valor e aumentando a for¢ga desta
evidéncia [89]. Para cada estudo em cada revisdo, foram observados desfechos
clinicos dicotébmicos para os quais se extraiu 0 numero de eventos e o tamanho da
amostra em cada grupo. Nos desfechos clinicos continuos foram necessarios, em
cada grupo: média, desvio padrdo e tamanho da amostra. O resultado final da
metanalise resultou sempre em uma media ponderada das estimativas do efeito dos

estudos.

3.2 METODOLOGIA DO ESTUDO TRANSVERSAL

3.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um corte transversal com seguimento clinico (cross sectional delayed-
type study) em uma coorte de pacientes com suspeita de leishmaniose visceral,
avaliados de 1° de margo 2011 até 28 de fevereiro de 2013, no Hospital Eduardo de
Menezes, uma unidade da Fundagao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (HEM-
FHEMIG) e centro de referéncia em infectologia em Belo Horizonte, Minas Gerais.
Do total de 178 pacientes com suspeita de LV que concordaram em participar do
estudo, os resultados da investigagdo diagndstica de 113 pacientes portadores de

infecgao pelo HIV constituem o ARTIGO 4 desta tese.
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3.2.2 Defini¢cédo de caso suspeito de LV

Pacientes com idade igual ou superior a 14 anos e ao menos um dos seguintes
sinais ou sintomas:

a- febre ha mais de 14 dias ou

b- citopenia ou

c- visceromegalia.

Definiu-se citopenia [91] como uma ou mais das seguintes condic¢des:
a- contagem de leucdcitos inferior a 3.500 células/mm?®
b- contagem de plaquetas inferior a 120.000 plaquetas/mm?

c- hemoglobina inferior a 11,09%

Definiu-se visceromegalia [92] como figado palpavel a mais de 2 cm do rebordo
costal direito na linha hemiclavicular ou presencga de bago palpavel.

3.2.3 Calculo amostral

Utilizando-se o software MedCalc® versdo 9.4.2.0 estimou-se em 47 pacientes a
amostra necessaria para a comparagado das areas sob as curvas ROC (do inglés,
receiver operating characteristic) produzidas para os resultados de D AT e IFAT,
tomados como variavel continua e derivados dos mesmos casos. Esta estimativa
considerou o nivel de significancia de 0,05 e poder de 0,80, partindo-se das
estimativas de 0,78 e 0,92, baseadas em revisdo da literatura [93], para as areas
sob a curva ROC para os testes IFAT e DAT, respectivamente. Estimou-se o
coeficiente de correlagdo entre os exames no grupo positivo (doentes) e negativo
(ndo doentes), em respectivamente 0,46 e 0,05; uma estimativa conservadora
derivada de um estudo veterinario [94]. Mantendo-se todos os demais parametros e
alterando-se os coeficientes de correlagdo nos grupos positivos e neg ativos para
0,81 e 0,05, respectivamente, com base em estudo em humanos [95], a amostra
necessaria seria de 49 pacientes. Outra comparacao de interesse utilizada para o
calculo amostral baseou-se na correlacdo entre DAT e PCR. Da mesma forma que
realizado anteriormente, considerando-se o nivel de significancia de 0,05 e poder de
0,80, e partindo-se das estimativas da area sob a curva ROC para DAT e PCR de

respectivamente 0,92 e 0,98 (também com base na revisao da literatura [93]), seriam
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necessarios 99 pac ientes, tendo como premissas coeficientes de correlagdo nos
grupos positivos e negativos de 0,5 e 0,5 (baseando-se em estimativas
conservadoras de Deborggraeve et al., 2008 [96]). Finalmente, considerou-se ainda
que seria necessaria amostra minima de cem pacientes para a realizacdo de analise

utilizando modelo de classes latentes [97].
3.2.4 Conducéao do estudo

Os casos suspeitos de LV foram ativamente procurados por um dos pesquisadores
através da avaliagao sistematica de cada paciente internado no HEM-FHEMIG e, em
caso de consentimento, submetidos a coleta de sangue periférico para realizagao de
IFAT, teste rapido em soro baseado na pesquisa do anticorpo contra antigeno
recombinante K39 (Kalazar Detect®), além de pungédo aspirativa de medula éssea
(MO) para realizacédo de pesquisa direta e cultura para Leishmania spp. As amostras
para realizagcdo de IFAT foram encaminhadas a Fundacg&o Ezequiel Dias (FUNED),
conforme convénio instituido. O teste rapido e a pesquisa direta de amastigotas no
esfregaco de MO foram realizados no laboratério do HEM-FHEMIG. Amostras de
aspirado de MO para cultura foram encaminhadas ao Laboratério de Pesquisas
Clinicas (LPC) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR). Importante ressaltar
que, simultaneamente a propedéutica para LV, foram realizados os exames
necessarios para investigacao de outras possibilidades diagndsticas, de acordo com
0 julgamento do meédico assistente responsavel pelo caso. O tratamento de
pacientes diagnosticados como portadores de LV seguiu as recomendagdes do
Ministério da Saude do Brasil [9], que inclui anfotericina B desoxicolato, anfotericina
lipossomal ou antimoniato de meglumina. Apés o término do tratamento, segundo
rotina do servigo, pacientes infectados pelo HIV com contagem de linfocitos T CD4
inferior a 350 células/mm?® foram encaminhados para profilaxia secundaria para LV
com uso quinzenal de anfotericina B. Todos os pacientes com diagndstico de LV
foram convidados a se submeter a u m acompanhamento clinico e laboratorial
bimensal, incluindo dosagem de citocinas inflamatdrias e parasitemia (L. infantum)

através de qPCR, por 12 meses, apds o término do tratamento.
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4 RESULTADOS
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ARTIGO 1

PLoS Negl Trop Dis 5(6): €1153. doi:10.1371/journal.pntd.0001153

“Predictors of Visceral Leishmaniasis Relapse in HIV-Infected Patients: A

Systematic Review”
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Table 1. Visceral leishmaniasis relapse in HIV-1 infected patients: characteristic of studies and outcomes

Reference

Ter Horst,
2008

Bourgeois,
2008

Molina, 2007

Pasquau, 2005

Mira, 2004

Lépez-Vélez,
2004

Fernandéz-
Cotarelo, 2003

Bossolasco,
2003

Casado, 2001

Pizzuto, 2001

Pintado, 2001

Berenguer,
2000

Villanueva,
2000

Laguna, 1999

Laguna, 1997

Fernandez,
1997

Ribera, 1996

Montalban,
1989

Parasitological control: identification of Leishmania amastigotes by direct examination or by isolation of promastigotes in culture of tissue samples
PA: Pentavalent antimonial compounds

Period of enrollment
and Country

2003 to 2006, Ethiopia

1995 to 2004, France

2001 to 2005, Spain

1988 to 2001, Spain

1989 to 2002, Spain

1997 to 1999, Spain

1994 to 2000, Spain

Not informed, Italy

1996 to 1997, Spain
1997 to 1999, Italy

1974 to 1997, Spain

1998 to 2000, Spain

1996 to 1999, Spain

1994 to 1996, Spain

1986 to 1994, Spain

1992 to January,1996
Spain

1988 to 1995, Spain

1983 to 1988, Spain

Sample size

161 without antiretroviral
therapy

195 with antiretroviral
therapy

27

15

155

21 without secondary
prophylaxis

10 with secondary
prophylaxis
17

34

10

10
10

80

15

32

89

43

31

46

16

SD: standard deviation

Study design

Retrospective cohort single
center

Prospective observational two
centers

Prospective non-controlled
single center

Retrospective observational
multicenter

Retrospective cohort two centre

Prospective comparative
multicenter randomized for
prophylaxis use comparison

Retrospective observational
single center

Prospective observational two
centers

Prospective observational single
center

Prospective observational
multicenter

Retrospective observational
single center

Prospective observational single
center

Prospective observational single
center

Prospective, multicenter,
randomized for treatment
comparison

Retrospective single center

Retrospective single center

Retrospective single center

Retrospective multicenter

IRQ: interquartile range

Cure assessment

Clinical improvement and
parasitological control (some
patients)

Not informed
Clinical improvement and

parasitological control (some
patients)

Clinical improvement

Not informed

Clinical improvement and
parasitological control

Not informed

Clinical improvement

Not informed
Not informed

Clinical improvement and
parasitological control (some
patients)

Not informed

Clinical improvement and
parasitological control

Clinical improvement and
parasitological control

Clinical improvement and
parasitological control

Clinical improvement

Clinical improvement and
parasitological control (some
patients)

Not informed

: median M: mean

Median or “mean length
of follow-up (range or
SD) month
3,1 (0-36.5)

7,1 (0.5-33.5)

51 (5-108)

14 (5-44)

8.4 (IQR 1,8-19.4)

25 (2-61)
30 (4-53)

12

Not informed

8,9 (1.5-60)

31
22 (7.5-27.5)

1 13.8 (3-44)

15.8 (1-22)

14,7 (3-34)
108
p9.9+33

ni04+ 33
p10.9+5

Not informed

12 (0.5-60)

dAmB: amphotericin B deoxycholate

Patients lost to
follow-up (%)

120 (74.7)
37 (19.2)
2(7.4)

2/15 (13.3)

Not informed

4(12.9)

Not informed

Not informed

1/10 (10)

Not informed
Not informed

16/80 (20)

10/32 (31)

5/89 (5.6)

4/43 (9.3)

Not informed

Not informed

Not informed

Treatment
failure %

Not informed

Not informed

20%

Not informed

Not informed

Not informed

Not informed
Not informed

233

Not informed

6.3

11.7(PA)
6.7 (dAmB

29.4

47.6 (PA)
3.3 (dAmB)

Not informed

125

LAmB: liposomal amphotericin

Mortality rate
(%)

11/161 (6.8)
28/195 (14.4)
7127 (26)

1/15 (6.6)

32/155 (21)

10/31 (32.2)

Not informed

Not informed

Not informed
3/10 (30)

43180 (53.7)

Not informed

3/32 (9.4)

10/89 (11.2)

14/43 (32.6)

26/31 (83.8)

3/46 (6.5)

6/16 (37.5)

Secondary prophylaxis (number of patients:
prophylactic regimen)

All patients: no prophylaxis

All patients: JAmB 0.6 to 0.7 mg/kg or LAmB 3-
4mg/kg twice monthly or monthly

All patients: LAMB 5mg/kg every 3 weeks (replaced
by miltefosina after 2003 in three patients)

34 patients: no prophylaxis

30 patients: PA,; 2 patients: dAmB; 20 patients:
pentamidine; 4 patients: LAmB; 6patients: others
agentes

21 patients: no prophylaxis

10 patients: secondary prophylaxis with drug not
informed

9 patients: no prophylaxis

8 patients: LipAmB 3mg/kg/d every 3 weeks

Number of patients under secondary prophylaxis not
informed.

4 patients: no prophylaxis

5 patients: prophylaxis with LAmB 3mg/kg once a
month

All patients: : no prophylaxis
All patients: : no prophylaxis

33 patients: no prophylaxis
9 patients: LAMB; 7 patients: PA; 3 patients:
allopurinol, 1 patient: pentamidine

All patients: : no prophylaxis

All patients: no prophylaxis

All patients: no prophylaxis

10 patients: no prophylaxis
13 patients: pentamidine 4mg/kg once month

6 patients: no prophylaxis

17 patients: prophylaxis with drug not informed
20 patients: no prophylaxis

9 patients: Allopurinol 900mg/day

17 patients: PA 850mg once a month

All patients: no prophylaxis

Relapse rate(%)

Not informed
43/195 (22)
16/27 (59.3)

3/15 (20)

37/96 (38.5)

8/21 (38)
1/10 (10)

418 (50)
7/9 (88.8)

13/34 (38.2)

4/4 (100)
3/5 (60)

7110 (70)
6/10 (60)

22133 (66.7)
7120 (35)
3/15 (20)

5/20 (25)

19/48 (39.6)

5/10 (50)
5/13 (38)

4/6 (66.7)
3/17 (17.4)
13/20 (65)

5/9 (6.6)
3/17 (17.6)
5/14 (35.7)

LipAmB: amphotericin B lipid complex

Statistical
analysis

Multivaria
te

Multivaria
te

Univariate

Multivaria
te

Univariate

Multivaria
te

Univariate

Univariate

Univariate
Univariate

Multivaria
te

Univariate

Univariate

Univariate
Univariate

Univariate

Multivaria
te

Univariate
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Table 2. Visceral leishmaniasis relapse in HIV-1 infected patients: characteristic of population

Reference Median or"mean Gend Diag i Patients with each risk CD4+ Patients with Visceral leish iasi: Treati ts of visceral leish, iasis used ( b Patient P
age at primary VL male of AIDS factor for HIV-1 baseline cell CD4+ < 200 diagnosis of patients#) under under
diagnosis (range (%) prior VL transmission (%) count cells/mL at HAART at HAART at
or SD) years (%) median or primary VL primary VL VL relapse
“mean diagnosis (%) diagnosis (%)
(range or SD (%)
cells/mL)
Ter Horst, 2008 Without antiretroviral 158 /161 Not informed Not informed Not informed 71/ 161 (44,1) Clinical signs and serology # or PA 20mg/kg 30 days (323) or miltefosina 100mg/day 28 days Not informed Not informed
therapy:  31.3(20-50) (98.2) parasitological confirmation
With antiretroviral 176/195 166/195 (85,6)
therapy: 33,5(18-60) (90.5)
Bourgeois, 2008 35 (30-51) 22/27 12/27 (44) IDU: 12 (44.4) Homo: 6 (22.3) 51 (4 to 322) 26/27 (96.3) Clinical signs and biological® dAmB 0.8-1g cumulative amount or Ant (26) or PA 20mg/kg 30 12/27 (44) Not informed
(81.5) Hetero: 8 (29.6) Hemo: 1 (3.7) confirmation days (1)
Molina, 2007 36 (26-53) 14/15 7112 (58.3) IDU: 13 (86,7) Hetero 2 (13,3) 82 (4-210) 12/12 (100) Parasitological confirmation LAmB 4mg/kg for 5 consecutive days and once per week 5/12 (42) 8/9 (88.8)
(93.3) thereafter for 5 more weeks (17)
Pasquau, 2005 32 (IRQ 30-37) 129/155 94/155 (61) IDU: 116 (75) Homo: 8 (5) 56 (20-120) Not informed Clinical signs and parasitological PA 20mg/kg/d at least 21 days (139), dAmB - cumulative dose t 24/155 (15) 11/37 (30)
(83) Hetero: 20 (13) Unknown: 11 (7) confirmation least 1.5g (7), lipid formulations of amphotericin - cumulative dose

at least 1.5g (5), pentamidine 4mg/kg/d 2 weeks (1) or fluconazole
+ allopurinol (2)

Mira, 2004 M 33 (24-57) 19/21 8/10 (80) Not informed Not informed Not informed Clinical signs and parasitological PA 20mg/kg/day 28 days (13) or pentamidine 4mg/kg/day 28 0 19/21 (90.5)
(90) confirmation days (2) or dAmB — 0.7mg/kg/d 28 days (5) or LAMB 2.5-4
1 34 (26-37) 10/10 16121 (76) mg/kg/d 10 days (9) or LipAmB 5mg/kg/day 14 days (5) ) 10/10 (100)
(100)
Lépez-Vélez, 2004 p37+5 718 7/8 (87.5) Not informed Not informed Not informed Clinical signs and parasitological Not informed Not informed 8/9 (88.9)
(87.5) confirmation
u5+6 9/9 (100) 409 (44.4) 8/8 (100)
Fernandéz- M 34.6 (range: 27-60) 31/34 Not informed IDU: 27 (77) Homo: 4 (11,2) Not informed Not informed Clinical signs and parasitological Not informed 7/34 (20.6) 10/13 (76.9)
Cotarelo, 2003 (91.2) Hetero: 2 (5.9) Unknown: 1 (2.9) confirmation
Bossolasco, 2003 37 (30-42) 8/10 (80) Not informed IDU: 7 (70). Hetero: 2 (20) 42 (5-246) 9/10 (90) Clinical signs and parasitological LAmB 3mg/kg/day on days 1-5 and once weekly thereafter 4/10 (40) 5/7 (71.4)
Homo: 1 (10) confirmation between 17-66 days (10)
Casado, 2001 M 34 (31-38) 6/10 (60) Not informed IDU: 6 (60) Sexual: 4 (40) 70 (3-156) 10/10 (100) Clinical signs and parasitological PA 20mg/kg 28 days or dJAmB 0.7 mg/kg/day 28 days 0 10 (100)
confirmation
Pizzuto, 2001 32 (27-45) 8/10 (80) 8/10 (80) IDU: 8 (80) Hetero: 2 (20) 70 (4-190) 10/10 (100) Clinical signs and serology # or PA (4) or LAmB (3) or dAmB (3) (“at standard doses”) 5/10 (50) 7/10 (70)
parasitological confirmation
Pintado, 2001 p33.2+82 64/80 43/80 (53.7) IDU: 63 (78.7) Homo: 6 (7.5) M 90 (3-470) 61/70 (87.1) Clinical signs and serology # or PA 20 mg/kg/day - with a maximum daily dose of 850 mg) for 3—4 2/73 (2.7) Not informed
(80) Hetero: 6 (7.5) Perinatal: 1 (1.3) parasitological confirmation weeks (51) or dJAmB 0.5-1 mg/day for 3—4 weeks (17) or
Unknown: 2 (2.5) Allopurinol + azoles compounds (4)
Berenguer, 2000 37 (24-47) 9/15 (60) 7/15 (46.7) IDU: 9 (60) Homo: 2 (13.3) 77 (3-215) 13/14 (92.3) Clinical signs and parasitological PA 20 mg/kg per day for 28 days or LAmB total of 10 doses of 4 Not informed 15/15 (100)
Hetero: 3 (20) Unknown: 1 (6.7) confirmation mg/kg per day given on days 1to 5, 10, 17, 24, 31 and 38.
Villanueva, 2000 p326+54 20/32 Not informed Not informed 50 (1-200) Not informed Clinical signs and parasitological PA 20mg/kg/d 28 days (23) or LipAmB 3mg/kg/d 5-10 days (3) or Not informed 5/5 (100)
(62.5) with HAART confirmation LAmB 4mg/kg twice weekly 6 weeks (1)
69 (27-166)
without HAART
Laguna, 1999 32 (19-64) 76/89 56/89 (63) IDU: 61 (69) Sexual: 16 (18) 20 (0-231) Not informed Clinical signs and parasitological PA 20 mg/kg/day (44) or dJAmB - 0.7 mg/kg per day (45), both for 0 0
(85) Others :12 (13) confirmation 28 days
Laguna, 1997 Not informed 42/43 29/43 (67) IDU: 35 (81) Sexual: 7 (16%) p10+3.3 Not informed Clinical signs and parasitological PA low dose:< 20 mg/kg/day 21 days (17) or PA high dose: 220 0 0
(98) Others :1 (2) confirmation mg at least 28 days (29) or dAmB (1) or LAMB (4)
Fernandez, 1997 M 34,3+5,1 30/31 18/31 (58.1) IDU :21 (67.7) Homo: 6 (19.4) M 36,9+27,9 31/31 (100) Clinical signs and parasitological PA 20 mg/kg/d - maximum 850mg/d 21 days (21) or dAmB 1-1.5g 0 0
(96.7) Hetero: 4 (12.9) confirmation cumulative amount - 0.5 mg/kg per day (20)
Ribera, 1996 No prophylaxis Not 9/20 (45) IDU: 9 (45) 35 (2-125) Not informed Clinical signs and parasitological PA 850mg/day 21 days or dAmB (52) 0 0
27 (20-64) informed confirmation
Allopurinol prophylaxis 6/9 (67) IDU: 5 (55) 11 (2-42)
28 (22-29)
PA prophylaxis 3/17 (18) IDU: 13 (76) 34 (8-268)
29 (21-36)
Montalban, 1989 Not informed 14/16 5/16 (31) IDU: 15 (94) Homo:1 (6) Not informed Not informed Clinical signs and PA (16) 0 0
(87.5) parasitological confirmation
VL: Visceral leist iasi it ical confirmation: identification of Leishmania amastigotes by direct examination or by isolation of promastigotes in culture of tissue samples gy confirmation: Lei: ia direct agglutination positive §Biologic confirmation: identification of Leishmania amastigotes by direct
examination or by isolation of promastigotes in culture of tissue samples or Leishmania-specific PCR on peripheral blood/bone marrow ~ dAmB: amphotericin B deoxycholate LAmB: liposomal amphotericin B LipAmB: amphotericin B lipid complex PA: Pentavalent antimonial compounds Hemo:
transfusion routelDU: intravenous drug user HETERO: heterosexual contacts ~ HOMO: men who have sex with men sexual: heterosexual or homosexual contacts SD: standard deviation IRQ: interquartile range #if the information was available : median W mean
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Table 3. Visceral leishmaniasis relapse in HIV-1 infected patients: variables investigated

VARIABLES Ter Bourgeois, Molina, Pasquau, Mira, Lépez- Fernandéz- Bossolasco, Casado, Pizzuto, Pintado, Berenguer, Villanueva, Laguna, Laguna, Fernandez, Ribera, Montalban,
Horst, 2008 2007 2005 2004 Vélez, Cotarelo, 2003 2003 2001 2001 2001 2000 2000 1999 1997 1997 1996 1989
2008 2004
________—___——__—_—
VL previous Yes * Yes Yes *
________—___——__—_—
Female gender No Yes* No No No No
| Intravenousdruguse [ No [ No  No ' No [N N [N L Ne
Homosexual contact No No
[ ADSprevioustoVL [ No [ No  No  No N No* N Nt [N
PCR HIV load at baseline No No No No No No No
[PCRHIVIoadatfollow-up [ Yes L N Ne TN
Antiretroviral therapy use at VL Yes*
diagnosis
HAART use at VL diagnosis
________—___——__—_—
HAART compliance No
| CD4+countatVidiagnoss . (No  No  No [No [ No  No No*  [No L INer L
CD4+ count < 100 cell/mL at VL Yes * Yes * No
diagnosis
CD4+ count at follow-up
________—___——__—_—
Sexual transmission No
[“Completed therapyforVL [T Yest e
Specific anti-Leishmania treatment No No No
given

secondary prop

Pentamidine secondary prophylaxis

Clinical findings (hepatomegaly,
, anemia, ia,
thrombocytopenia)

Anti-Leishmania antibody positive
Yes: positive iati No: negative iati VL: Visceral leishmaniasis HAART: highly active antiretroviral therapy HVC: hepatitis Cvirus * multlvarlate analysis
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ARTIGO 2

PLoS Negl Trop Dis 6(5): €1665. doi:10.1371/journal.pntd.0001665

The Diagnostic Accuracy of Serologic and Molecular Methods for Detecting
Visceral Leishmaniasis in HIV Infected Patients: Meta-Analysis
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Table 1. The characteristics of studies

Reference Country Test index Sample size Study Reference Quadas Controls
IFAT and DAT (cut-off) (VL-HIV design test score (HIV-Infected without
ELISA (antigen) /controls) VL)

molecular test (type of PCR)
Blot (bands used as positive

criteria)
ter Horst et al 2009 Ethiopia DAT (1:3200) 44/- Prospective, Parasitological 9 NA
comparative
K309rapid test: DiaMed-IT-Leish ® t of tests
Borgeois et al 2008 France PCR (PB and BMA): ssU-rRNA (603 bp): L. 27/- Prospective Parasitological 7 NA
infantum and/or PCR
Antinori et al. 2007 Italy IFAT (1:40) 20/- Prospective, Parasitological 7 NA
comparative and/or serologic
PCR (PB and BMA): ssU-rRNA (359 bp): L. of tests test
infantum
Goswami et al.2007 India K39rapid test: Kalazar Detect Rapid Test® 1 12/60 Prospective Parasitological 7 Symptomatic HIV-infected
without VL confirmation
Sinha et al. 2006 India DAT (1:800) 8/10 Prospective Parasitological 6 Asymptomatic HIV-infected
patients
Bossolasco et al. 2003 Italy IFAT (1:80) 10/15 Prospective Parasitological 10 Symptomatic HIV-infected
without VL confirmation
PCR (PB): ssU-rRNA real-time:L. infantum
Cruz et al. 2002 Spain IFAT (1:80) 38/- Prospective Parasitological 12 NA
PCR (PB and BMA): ssU-rRNA n-PCR (358 bp):
L. infantum
Fisa et al. 2002 Spain ELISA (NR) 15/28 Prospective Parasitological 10 Symptomatic HIV-infected
BLOT (bands 70, 65, 46, 30, 28, 14 or 12 kD) without VL. confirmation
PCR (PB): n-PCR (100 bp): L. infantum
Hailu et al. 2002 Ethiopia DAT (1600) 5117 Retrospective Parasitological 11 Symptomatic HIV-infected
without VL confirmation
Campino et al. 2000 Portugal PCR (PB): ssU-rRNA (600 bp): L. infantum 18/- Retrospective Parasitological 8 NA
Moreno et al. 2000 Spain IFAT (1:80) 171 Retrospective Parasitological 10 NA
BLOT (any band)
Hofman et al. 2000 France IFAT (1:80) 16/- Retrospective Parasitological 11 NA
Santos-Gomes et al. Portugal BLOT (at least one band) 16/- Prospective, Parasitological 9 Symptomatic HIV-infected
2000 comparative without VL confirmation
tests
Medrano et al. 1998 Spain IFAT (1:80) 20/14 Retrospective Parasitological 1 HIV-1-infected patients who died
X of a non-VL cause
ELISA (K39 antigen)
BLOT (any band)
Houghton et al. 1998 Italy IFAT (1:80) 56/12 Transversal, Parasitological 9 Asymptomatic HIV-infected
ELISA (K39 antigen) comparative patients
Kubar et al. 1998 France BLOT (bands 14 or 18 kD) 14/222 Prospective Parasitological 9 Asymptomatic HIV-infected
patients
Agostoni et al. 1998 Italy IFAT (1:40) 22/- Retrospective Parasitological 12 NA
Costa et al. 1996 France PCR (PB): ssu-Rrna (nr): L. Donovani 13/77 Prospective Parasitological 7 Symptomatic HIV-infected
without VL confirmation
Gasser et al. 1996 Spain IFAT (1:40) 19/- Retrospective Parasitological 8 NA
Nigro et al. 1996 Italy IFAT (1:100) 9/91 Prospective Parasitological 8 Asymptomatic HIV-infected
tients
DAT (1:400) patients
Piarroux et al. 1996 # Spain IFAT (1:80) 25/- Prospective Parasitological 8 NR
ELISA (promastigotes L. infantum
MCAN/FR/73/LPM 56)
Blot (bands 14 or 16 kD)
PCR (PB): Repetitive nuclear sequence (140 bp):
L. infantum
Gallardo et al. 1996 Spain IFAT (1:80) 7/105 Transversal Parasitological 10 Asymptomatic HIV-infected
patients
Cardefiosa et al. 1996 Spain IFAT (1:80) 15/- Retrospective Parasitological 6 NA
BLOT
Rosenthal et al. 1995 France IFAT (NR) 50/- Retrospective Parasitological 1 NA
ELISA (NR) and/or serologic
test
BLOT (bands 14 or 16 kD)
Ribera et al. 1995 Spain IFAT (1:40) 20/- Retrospective Parasitological 12 NA
Lépez-Velez et al. 1995 Spain IFAT (1:80) 25/- Retrospective Parasitological 10 NA
Daleine et al. 1994 France IFAT (1:100) 16/- Retrospective NR B NA
ELISA (promastigotes L. infantum MON- 1
Biokema)
Hernandez et al. 1993 Spain IFAT (1:40) 19/103 Prospective Parasitological 6 Symptomatic HIV-infected
without VL confirmation
Gradoni et al. 1993 Italy IFAT (1:80) 22/- Retrospective Parasitological 6 NA
Mary et al. 1992 France BLOT (bands 14 or 16 kD) /- Prospective Parasitological 10 NA
del Mar et al. 1991 Spain HA (1:60) 12/- Prospective Parasitological 9 NA
Montalban et al. 1990 Spain IFAT (1:40) 40/- Retrospective Parasitological 8 NA
HA
Berenguer et al. 1989 Spain IFAT (1:80) 9/- Retrospective Parasitological 10 NA

DiaMed IT-Leish (DiaMed AG, Switzerland) I Kalazar Detect Rapid Test (In Bios International, Inc., Seattle, USA) PB: peripheral blood
BMA: bone marrow aspirate bp: base pair n-PCR: nested PCR ssU-rRNA: small subunit ribosomal RNA NR: not reported NA: not
applicable PCR: polymerase chain reaction # only new visceral leishmaniasis cases included, number of patients with relapses not reported
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Table 2. QUADAS scoring for each study
QUADAS item 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 FINAL

QUADAS
Reference SCORE
ter Horst et al. 2009 X X X X X X X X 9
Borgeois et al 2008 X X X X X X 7
Antinori et al. 2007 X X X X X 7
Goswami et al. 2007 X X X X X X X 7
Sinha et al. 2006 X X X X X X 6
Bossolasco et al. 2003 X X X X X X X X 10
Cruz et al. 2002 X X X X X X X X X X 12
Fisa et al. 2002 X X X X X X X X X X 10
Hailu et al 2002 X X X X X X X X X X X 1
Campino et al. 2000 X X X X X X X 8
Moreno et al. 2000 X X X X X X X X 10
Hofman et al. 2000 X X X X X X X X X 11
Santos-Gomes et al. 2000 X X X X X X X 9
Medrano et al. 1998 X X X X X X X X X 11
Houghton et al. 1998 X X X X X X X X 9
Kubar et al. 1998 X X X X X X X 9
Agostoni et al.1998 X X X X X X X X X X 12
Costa et al. 1996 X X X X X 7
Gasser et al. 1996 X X X X X X 8
Nigro et al. 1996 X X X X X 8
Piarroux et al. 1996 X X X X X 8
Gallardo et al. 1996 X X X X X X X X 10
Cardefiosa et al. 1996 X X X X X X 6
Rosenthal et al. 1995 X X X X X X X X 11
Ribera et al. 1995 X X X X X X X 12
Lépez-Velez et al. 1995 X X X X X X X 10
Daleine et al. 1994 X X X 3
Hernandez et al. 1993 X X X X X X 6
Gradoni et al. 1993 X X X X X X 6
Mary et al. 1992 X X X X X X X X X X 10
del Mar et al. 1991 X X X X X X X X 9
Montalban et al. 1990 X X X X X X X X 8
Berenguer et al. 1989 X X X X X X X X X X 10
If the answer is "no" or "unclear" = score 0 If the answer is "yes" (x) =score 1  QUADAS ITENS: 1. Was the spectrum

of patients representative of the patients who will receive the test in practice? 2. Were selection criteria clearly described? 3.
Is the reference standard likely to correctly classify the target condition? 4. Is the time period between reference standard
and index test short enough to be reasonably sure that the target condition did not change between the two tests? 5. Did the
whole sample or a random selection of the sample, receive verification using a reference standard of diagnosis? 6. Did
patients receive the same reference standard regardless of the index test result? 7. Was the reference standard
independent of the index test (i.e. the index test did not form part of the reference standard)? 8. Was the execution of the
index test described in sufficient detail to permit replication of the test? 9. Was the execution of the reference standard
described in sufficient detail to permit its replication? 10. Were the index test results interpreted without knowledge of the
results of the reference standard? 11. Were the reference standard results interpreted without knowledge of the results of
the index test? 12. Were the same clinical data available when test results were interpreted as would be available when the
test is used in practice? 13. Were uninterpretable/ intermediate test results reported? 14. Were withdrawals from the study
explained?
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Table 3. Individual performance of studies evaluating serological tests

Reference

Antinori et al. 2007
Bossolasco et al. 2003
Cruz et al. 2002
Moreno et al. 2000
Hofman et al.

2000

Medrano et al. 1998
Agostoni et al. 1998
Houghton et al. 1998
Gasser et al. 1996
Nigro et al. 1996
Gallardo et al. 1996
Cardefiosa et al. 1996
Piarroux et al. 1996
Rosenthal et al. 1995
Lopez-Velez et al. 1995
Ribera et al. 1995
Daleine et al. 1994
Hernadez et al. 1993
Gradoni et al. 1993
Montalban et al. 1990

Berenguer et al. 1989

Fisa et al. 2002
Medrano et al. 1998
Houghton et al. 1998
Piarroux et al. 1996
Rosenthal et al. 1995

Daleine et al. 1994

Fisa et al. 2002

Moreno et al. 2000
Santos-Gomes et al. 2000
Kubar et al. 1998
Medrano et al. 1998
Cardefiosa et al. 1996
Piarroux et al. 1996
Rosenthal et al. 1995

Mary et al. 1992

ter Horst et al. 2009
Sinha et al. 2006
Hailu et al. 2002

Nigro et al. 1996

Country
Italy
Italy

Spain
Spain
France
Spain
Italy
Italy
Spain
Italy
Spain
Spain
Spain
France
Spain
Spain
France
Spain
Italy
Spain

Spain

Spain
Spain
Italy
Spain
France

France

Spain
Spain
Portugal
France
Spain
Spain
Spain
France

France

Ethiopia
India
Ethiopia

Italy

True
positive
1

39

46

False
positive

21

False
Negative

7

IFAT

negative

True

83

104

v

BLOT

24

89

DAT

Sensitivity
95% Confidence interval

0.611
0.386-0.797

0.667
0.354-0.879

0,500
0.348-0.651

0.471
0.262-0.690

0.643
0.388-0837

0.111
0,031-0,328

0.750

0.468-0.911

0.536
0.407-0.659

0.500
0.268-0.732

0.667
0.354-0.879

0.143
0.007- 0.513

0.733
0.480-0.891

0.541
0.351-0.721

0.553
0.412-0.686

0.333
0.179-0.533

0.250
0.102-0.495

0.687
0.444-0.858

0,500
0.254-0.746

0.818
0.615-0.927

0.379
0.227-0.56

0.222
0.063-0.547

0.200
0.081-0.416

0.821
0.702-0.900

0.583
0.388-0.755

0,553
0.412-0.686

1
0.806-1

0.846
0.578-0.957

0.875
0.639-0.965

0.928
0.685-0.996

0.778
0.548-0.91

0.933
0.702-0.997

0,625
0.427-0.788
0.833
0.608-0.942

1
0.741-1

0.886
0.760-0.950
0,750
0.409-0.928
0.958
0.860-0.988
0.444
0.189-0.733

Specificity
95% Confidence interval

1
0.785-1.000

0.912
0.836-0.955

0.990
0.948-0.995

0.786
0.694-0.855

0.928
0.773-0.980

0.786
0.524-0.924

1
0.758-1.000

0.857
0.685-0.943

0.578
0.363-0.769

0.932
0.892-0.959

0.857
0.600-0.959

1
0.722-1.000
0.571
0.250- 0.842
0.978
0.923-0.994

RECOMBINANT K39 DIPSTICK TEST (IMMUNOCHROMATOGRAPHIC TEST)

ter Horst et al.
2009
Goswami et al.
2007

Ethiopia

India

34

12

10

60

0.773
0.630-0.872
1
0.757-1

0.939-1
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Table 4. Individual performance of studies evaluating molecular tests

PCR (BONE MARROW)

Reference Country True positive False positive False True negative Sensitivity
Negative 95% Confidence interval
Borgeois et al. 2008* France 27 0 1
0.875-1
Antinori et al. 2007* Italy 13 1 0,928
0.685-0.996
Cruz et al. 2002 Spain 38 0 1
0.908-1
Borgeois et al. 2008 France 27 0 1
0.875-1
Antinori et al. 2007 Italy 20 0 1
0.839-1
Bossolasco et al 2003 Italy 10 0 0 15 1
0.722-1.000
Cruz et al. 2002 Spain 34 4 0,895
0.759-0.958
Fisa et al. 2002 Spain 13 5 0 23 1
0.772-1.000
Campino et al. 2000 Portugal 13 5 0,722222
0.491-0.875
Costa et al. 1996 France 12 0 1 7 0.923
0.667-0.996
Piarroux et al. 1996 Spain 19 6

polimerase chain reaction (PCR)

0,76
0.566-0.885

Specificity

1
0.796-1.000

0.821
0.644-0.921

1
0.952-1.000

95% Confidence interval
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ARTIGO 3

PLoS Negl Trop Dis 7(5): €2195.  doi/10.1371/journal.pntd.0002195

"Efficacy of anti-Leishmania therapy in visceral leishmaniasis among HIV infected

patients: a systematic review with indirect comparison”
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PRISMA checklist

Reported
Section/topic Checklist item on page
#

TITLE

Title 1 | Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both. 1

ABSTRACT

Structured summary 2 | Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; data sources; study eligibility criteria, participants, | 2, 3
and interventions; study appraisal and synthesis methods; results; limitations; conclusions and implications of key findings;
systematic review registration number.

INTRODUCTION

Rationale Describe the rationale for the review in the context of what is already known.

Objectives Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to participants, interventions, comparisons, outcomes,
and study design (PICOS).

METHODS

Protocol and registration 5 | Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web address), and, if available, provide registration | NA
information including registration number.

Eligibility criteria 6 | Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report characteristics (e.g., years considered, language, | 5
publication status) used as criteria for eligibility, giving rationale.

Information sources 7 | Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to identify additional studies) | 5
in the search and date last searched.

Search Present full electronic search strategy for at least one database, including any limits used, such that it could be repeated. 5

Study selection State the process for selecting studies (i.e., screening, eligibility, included in systematic review, and, if applicable, included in the | Figure 1
meta-analysis).

Data collection process 10 | Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and any processes for obtaining | 6
and confirming data from investigators.

Data items 11 | List and define all variables for which data were sought (e.g., PICOS, funding sources) and any assumptions and simplifications | 6
made.

Risk of bias in individual studies 12 | Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including specification of whether this was done at the | 5-7
study or outcome level), and how this information is to be used in any data synthesis.

Summary measures 13 | State the principal summary measures (e.g., risk ratio, difference in means).

Synthesis of results 14 | Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, including measures of consistency (e.g., I?) for
each meta-analysis.
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ARTIGO 4

Submetido

"Comparison of parasitological, serological and molecular tests for visceral

leishmaniasis in HIV-infected patients: a cross-sectional delayed type study"”
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LRH: COTA AND OTHERS

RRH: VISCERAL LEISHMANIASIS DIAGNOSIS AND HIV INFECTION

Comparison of parasitological, serological and molecular tests for visceral leishmaniasis in

HIV-infected patients: a cross-sectional delayed-type study

Glaucia Fernandes Cota, Marcos Roberto de Sousa, Betania Mara de Freitas Nogueira,
Luciana Inacia Gomes, Edward Oliveira, Talia Santana Machado Assis,
Andréa Laender Pessoa de Mendon¢a, Bruna Fernandes Pinto,

Juliana Wilke Saliba, Ana Rabello

Eduardo de Menezes Hospital, Fundacédo Hospitalar do Estado de Minas Gerais-FHEMIG,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil; Post Graduation Program in Adult Health Sciences
of Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil;
Laboratorio de Pesquisas Clinicas, Centro de Pesquisas Rene Rachou,

Fundacéo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Abstract

The aim of this study was to evaluate the accuracy of invasive and noninvasive tests for
diagnosis of visceral leishmaniasis (VL) in a large series of HIV-infected patients. In this
delayed-type cross-sectional study, 113 HIV-infected symptomatic patients were evaluated by
an adjudication committee after clinical follow-up to establish the presence or absence of VL
as the target condition (reference test). The index tests were: recombinant K39 antigen-based

immunochromatographic test (rK39), indirect fluorescent antibody test (IFAT), prototype kit
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of direct agglutination test (DAT-LPC) and real-time polymerase chain reaction (QPCR) in
peripheral blood. Comparing to parasitological test and adjudication committee diagnosis, or
through latent class model analyses, IFAT and rK39 dipstick test presented the lowest
sensitivity. DAT-LPC exhibited good overall performance and there was no statistical
difference between DAT-LPC and gPCR diagnosis accuracy. Real time PCR emerges as a
less invasive alternative than parasitological examination for confirmation of cases not

identified by DAT.

Keywords: sensitivity and specificity, accuracy, visceral leishmaniasis, diagnosis, HIV

infection
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INTRODUCTION

Concurrent visceral leishmaniasis (VL) and HIV infection have been reported in most areas of
the world where the geographical distributions of the two infections overlaps. The disease is
characterized by significantly lower cure rates, higher drug toxicity, relapse and mortality
rates than those for VL in non-HIV-infected individuals. The clinical diagnosis has many
limitations because features of VL can be easily mistaken for other febrile illnesses such as
tuberculosis, histoplasmose, enteric fever and lymphoma.? * Cytopenia is frequent during the
course of HIV infection and may result from several mechanisms.* In addition, it is important
to be alert for possible situations of co-infection where manifestations of VL are atypically
present.” Demonstration of Leishmania parasites in bone marrow aspirate or in other biologic
specimens, either by visualization or culture, is the most reliable diagnostic technique in the
setting of HIV co-infection. However, invasive procedures require trained physicians and
microscopic examination is time-consuming. Despite antileishmanial antibodies have high
diagnostic value in immunocompetent patients,® serological tests are less reliable for
immunosuppressed individuals.” There is some doubt whether one serological technique
would be superior to the other for the VL diagnosis among HIV-infected patients and if there
is difference in tests performance among global regions.” Indirect fluorescent antibody
test (IFAT) remains the routine serological test used by the public health services in Brazil,
despite requiring fluorescence microscopes and relatively well equipped laboratories. The
direct agglutination test (DAT) offers high sensitivity and specificity and may be performed in
laboratories with limited infrastructure. ® ° ° Similarly, the development of the rapid
recombinant K39 antigen-based immunochromatographic tests (rkK39) has brought a major

improvement in the diagnosis of VL in non HIV-infected patients in the field.® Nevertheless,
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1112 makes clear the need

the paucity of data about these rapid tests in HIV-infected patients
for more research before it being integrated in a diagnostic algorithm. In addition, in recent
years, different molecular methods, particularly polymerase chain reaction (PCR), have
successively been evaluated as a sensitive and specific alternative for the diagnosis of
leishmaniasis™® but its application outside Europe, in areas of high endemicity, is still poorly
studied. The objective of the present study is to evaluate the diagnostic accuracy of spleen

palpation, parasitological, molecular and serological tests for the diagnosis of VL among

HIV-infected symptomatic patients in a reference center in Brazil.

PATIENTS AND METHODS

This study is part of a cohort involving Leishmania-HIV coinfected patients in progress in
Belo Horizonte, Minas Gerais, in a reference center in Brazil, Eduardo de Menezes Hospital,
Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (HEM-FHEMIG). Minas Gerais state has a
population of around twenty million people. Patients with infectious diseases from the capital
Belo Horizonte and from small cities of the state are referred by Brazilian universal health
system, the "Sistema Unico de Salde". All patients with medical suspicion of VL were
invited to participate. The study was planned as a delayed-type cross-sectional study where
clinical follow up was used to enhance the validity of the reference standard (which we named
target condition) defined by an adjudication committee. Patients were enrolled consecutively

until the sample required had been reached.
Approval for this study was obtained from the Ethical Review Board of HEM-FHEMIG and

from Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR), Fundagdo Oswaldo Cruz. Patients were

included in the study only after appropriate informed consent was obtained. The flow diagram
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which describes the design of the study and the flow of patients according to Standards for

Reporting of Diagnostic Accuracy (STARD) statement ** is presented in Figure 1.

Clinical suspicion for VL was defined as a history of more than 14 days of fever or
splenomegaly or cytopenia. Cytopenia was defined as a hemoglobin level < 11 g/dL and/or a
white blood cell count < 3.5 x 10%/L and/or a platelet count < 120 x 10%/L. Patients with
clinical suspicion were eligible to participate only if they had not received any treatment for
visceral leishmaniasis. A questionnaire with clinical, epidemiologic and demographic data
was filled out for each patient at enrollment and diagnostic procedures were performed when
consented: bone marrow aspiration and a venous blood sample were taken. Each serological
technique, direct smear examination and culture of the bone marrow samples were carried out
in separate services by different laboratory personnel who were not aware of results of the
other tests. Regardless of the study or pending tests results, the decision to treat leishmaniasis
was defined by hospital staff based on clinical and laboratory findings, and also on the results

of the parallel investigation for other diseases.

Adjudication committee definition Given the lack of a gold standard for the diagnosis of VL
it was formed an adjudication committee with 4 members (AR, GFC, BMFN, MRS) that
decided by consensus, after clinical follow-up, about the presence or absence of the target
condition under study (VL). This expert panel evaluated results of all tests available,
including those performed for other diagnostic possibilities and outcomes observed at follow-
up by reviewing the medical records four weeks after the last patient inclusion in the study.
Patients were considered as having the target condition if clinical symptoms were judged

being caused by Leishmania (Leishmania) infantum.
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Direct examination Six good-quality smears prepared from bone marrow aspirate and stained
with Leishman stain were examined under an oil immersion light microscope for 45 min each
time. Leishmania spp. bodies in the smear were confirmed independently by two experienced
microscopists by detection of the standard parasite morphology: a typical oval or elliptical

cells, bounded by a cytoplasmic membrane containing the nucleus and kinetoplast.

Leishmania culture The material of bone marrow aspirate (BMA) was immediately placed in
culture tubes containing biphasic medium NNN (McNeal, Novy & Nicolle) and 500 pL of
LIT (Liver Infusion Tryptose) supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS; GIBCO/Invitrogen, Grand Island, NY, US) plus penicillin (50U/mL) and streptomycin
(50 w/ml). The cultures were incubated at 26°C, and weekly examined, by microscopy (400x

magnification) for the presence of promastigote of Leishmania spp. for a total of 30 days.

Real time PCR Total DNA from peripheral blood of patients was extracted using the
QlAamp DNA Blood mini-kit (Qiagen GMbH; Hilden, DE). Two independent assays for the
detection and quantification of Leishmania spp. and human DNA were performed using the
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, US). For the
Leishmania assay, the target DNA was the small-subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene,
which is conserved among all Leishmania species. It consisted of the primers LEIS.U1 (5’-
AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3’) and LEIS.L1 (5’-GACGCACTAAACCCCCTCCAA-
3’), designed to amplify a 67-bp fragment and the fluorogenic probe LEIS.P1 (FAM 5’-
CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3'TAMRA), as described by Wortmann (2002)."> The
protocol described by Gomes (2012)*° was applied. For the human assay, the ACTB reference
gene was used as target and the primers Acol and Aco2, *" which generate 120-bp fragments,

were used in this assay. The reaction mixtures contained 12.5 pL of Syber® Green PCR
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Master Mix 2X (Life Technologies), 0.1 uM of each primer, and 3 uL of DNA template in a
final volume of 25 uL. The cycling parameters were universal, and the melting analysis was
conducted based on the parameters of the StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Standard
curves were prepared for each assay using known quantities of pCR-4 TOPO vector (Life
Technologies) containing the cloned human gene actin, beta (ACTB; 120 bp) and the 67 bp L.
infantum SSU rRNA fragment. The recombinant plasmids were serially diluted 1:10 to create
each standard curve. The quality parameters of the standard curves, including PCR efficiency,
linear dynamic range and correlation coefficient, were obtained by software analysis and were
accurate and similar to obtained by previous studies from our group.’® ** The parasite load
was expressed by the Leishmania DNA load (relative copy number of the 67 bp SSU rRNA
fragment) normalized against the reference gene ACTB, according to Overbergh, 1999.'°
ACTB copy numbers for the target samples were divided by the highest ACTB value obtained

in the experiment, resulting in a correction factor used for normalization.

Serological tests The presence of L. infantum-specific antibodies was determined by three
different methods: a rapid rK39 antigen-based immunochromatographic test dipstick test
(Kalazar Detect®), IFAT (IFI®, Bio-Manguinhos®) and a direct agglutination test using a
prototype kit produced at Laboratério de Pesquisas Clinicas of CPgRR (DAT-LPC). The
dipstick test was performed according to the manufacturers' instructions (InBios International,
Inc. Seattle, WA, US). Twenty microliters of serum were mixed with two drops of buffer
provided with the test and placed on a cellulose strip. Following the manufacturer's
instructions, a test result was positive when two bands, a control band, and a positive test band
appeared within 10 min. The test result was negative only if the control band appeared. The
IFAT was carried out at the Parasitic Diseases Laboratory of the Fundacdo Ezequiel Dias,

using cultured promastigotes of Leishmania major as antigen. A cut-off value 1:80 was used
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to establish a positive IFAT result. DAT-LPC was produced using freeze-dried antigen
developed with Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) and prepared as
described by El Harith® following the improvements recommended by Oliveira. % Firstly, the
10X concentrated physiologic solution (9% NaCl plus 1% sodium azide) was diluted 1:10
with type | water and 5 ml were added into antigen vial, which was carefully homogenized.
Next, the 10 X concentrated diluents solution (9% NaCl; 5 mM N-Acetyl Cystein (NAC); 1%
sodium azide) was diluted 1:10 with physiologic solution (0,9% NaCl). Sera were diluted in
diluents solution and a two-fold dilution series was made from 1:100 to 1:102,400. Then, 50
ul of DAT-LPC antigen suspension (concentration 2x10’ parasites/ml) was added to each
well of a V-shaped microtitre plate (Greiner Bio-One, Americana, SP, Brazil) containing 50
pl of diluted serum. After a minimum incubation of 4 h at room temperature, the end titre was
read as the dilution immediately before the well with a clear sharp-edged blue spot identical in

size to the negative control.

Statistical analysis In order to estimate a sample size we used the following strategy. Since
IFAT is still widely used in Brazil, there is interest in its comparison with DAT. The software
MedCalc® version 9.4.2.0 % calculated a sample size of 47 patients for the comparison of
the areas under two ROC curves (DAT and IFAT tests as continuous variable, derived from
the same cases). This estimation of sample size takes into account the significance level of
0.05 and power of 0.80, considering the hypothesized areas for IFAT and DAT ROC curves
of 0.78 and 0.92," respectively. The software used requires hypothesized rank correlation
coefficient in the positive group (abnormal cases) and in the negative cases (normal cases).
We estimated these values respectively 0.46 and 0.05, a conservative estimation derived from
a veterinary study. 2* If we maintain all parameters and change correlation coefficients in the

positive and negative groups to 0.81 and 0.05, respectively, an estimation derived from a
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human study, ° sample size needed would be 49 patients. Another comparison of interest is
DAT versus PCR. The software calculated the required sample size of 99 patients for the
comparison of the areas under DAT and PCR ROC curves %> % derived from same cases. This
estimate takes into account the significance level of 0.05 and power of 0.80, considering the
hypothesize area for DAT and PCR ROC curves of 0.92 and 0.98, respectively.” The
hypothesized rank correlation coefficient in the positive and negative groups were estimated
0.5 and 0.5, a conservative estimates from Deborggraeve and collaborators, 2008. % Finally, a
sample size of roughly one hundred patients is needed for latent class analysis.”® Descriptive
statistical analysis was performed in MedCalc® software version 9.4.2.0. Categorical variables
were analyzed by chi-squared or Fisher exact tests. The distribution of continuous variables
was compared by the Mann-Whitney test. Continuous variables were described by mean and
its standard deviation or median with interquartile range (IR 25-75%). ANOVA with Levene's
test for equality of variances was used for continuous variables with parametric distribution.
Wilcoxon rank-sum test was performed for nonparametric variables. Sensitivity and
specificity of index tests were estimated using two reference comparators: parasitological test
and adjudication committee final diagnosis. The tests' performances were also estimated
through latent class model (LCM) analyses obtained by using R Program Software. Latent
class analysis is a mathematical modeling technique based on the idea that the true disease
status for each patient is unknown and needs to be estimated from the data. It can be thought
as the analogue of factor analysis for categorical data. LCM attempts to model associations
between observed categorical variables by assuming that a non-observed (latent) variable is
determining these associations. In diagnostic test validation, the true disease status of an
individual can be considered as a dichotomous latent variable with two categories, "infected"
and "not infected”. Within a group of individuals with unknown disease status, for whom at

least three independent diagnostic test results are available, LCM will model the probability
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of each combination of test results (or response pattern) conditional on the latent class. An
estimate of both disease prevalence and sensitivity and specificity of all tests can be derived

from the pattern of diagnostic test results as expected under the latent class model. %°

The sensitivity and specificity of different cutoff values of IFAT and DAT in predicting VL
were determined by the construction of a receiver operating characteristic curves (ROC
curve). The area under curve (AUC) obtained from the ROC curve was used as a measure of

global accuracy.

RESULTS

One hundred and seventy-eight patients in which one of the differential diagnoses could be
visceral leishmaniasis were evaluated over a period of 2 years (from March, 2011 to February,
2013). Out of this total, 115 were carriers of HIV. Two cases were excluded from the
analysis: one did not fulfill the suspicion criteria and another patient because of amphotericin
B use before the diagnostic evaluation. The clinical characteristics of the 113 included
patients are presented in Table 1. Twenty four patients (21.2%) had one or more VL episodes
in the past, sixty seven (59%) had present or past opportunistic infection and 70 patients

(62%) were taking antiretroviral (ARV) therapy at study inclusion.

The diagnosis of VL was reached by parasitological confirmation in 41 of the 113 patients: 38
(92.7%) by direct examination and 3 patients (7.3%) by culture of bone marrow specimen.
Two patients did not allow the bone marrow aspiration for parasite examination. Besides
these 41 patients, six other cases were treated for leishmaniasis, including these two cases that

have not undergone the sample aspiration of bone marrow, what totalized 47 treated as VL by
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the hospital staff. Five of these six patients were also considered by the adjudication
committee as true VL-cases (46 out 113 VL-suspect patients) on the basis of the overall case
clinical picture, available tests, therapeutic response and clinical follow-up data (details about
these patients including clinical picture, outcomes and test results are shown in supplementary
table). By having the adjudication committee diagnosis as the reference test, the sensitivity
and specificity of parasitological exam were respectively 93.2 % (CI195% 81.3-98.5) and 100

% (C195% 94.6-100).

There were 72 VL suspect patients with a negative parasitology and out them, 59 (82%) had
at least one clinical assessment after 4 weeks of the study enroliment. The median follow-up
time by reviewing the medical records was 38 weeks, ranging from 7 to 94 weeks. Through
clinical follow-up an alternative diagnosis (non-VL) was confirmed in 19 (26.4%) patients by
a histological, microbiological or laboratorial exam. For 35 (48.6%) patients, the alternative
diagnosis was deemed most likely on clinical grounds. Nine cases (12.5%) remained without
a conclusive diagnosis. The adjudication committee examined all parasitological negative

cases and the target condition (VL) was considered present in five out 72 patients.

The characteristics of VL patients with and without positive parasitological examination were
compared and it was found no statistical difference in clinical and laboratory variables (data
not shown). The clinical and laboratory characteristics of VL and non-VL cases according to
adjudication committee definition are shown in Table 2. The most important clinical
differences observed between the two groups were a higher splenomegaly rate (76% x 22%)
and a lower leucocyte count median in VL group. The 30-day mortality also differed between
patients with and without VL diagnosis, significantly higher in non-VL patients. It is probably

related to the most often diagnosis in the non-VL group: disseminated tuberculosis, a very
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common condition reported in studies evaluating hospitalized HIV-infected patients, a disease
with high mortality rate.?” ?® The quantification of the parasite load by gPCR exhibited great
variability in each group and there was no statistical difference between VL and non-VL
patients. It should be emphasized that these results were obtained from only four gPCR-

positive patients in the control group, which prevents the extrapolation of these findings.

Sensitivity, specificity and 95% confidence intervals (Cl 95%) of index tests were calculated
using conventional formulas and having the target condition or parasitological results as
reference test or through LCM (Table 3). In all three analyses, rK39 dipstick test showed the
lowest sensitivity and highest specificity. There was no statistical difference among
performance presented by DAT-LPC and gPCR. The IFAT exhibited a poor performance as

demonstrated by sensitivity below 65% independently of reference test used.

Figure 2 presents the performance of the DAT-LPC and IFAT in diagnosis of VL in HIV-
infected patients using adjudication committee definition as reference test. The accuracy of
DAT-LPC based on the area under the ROC curve was 0.94 (Standard error 0,026; Cl 95%
0.87-0.97; p=0.0001), which means good overall performance. In turn, performance exhibited
by IFAT was significantly lower (p=0.006), with global measure of accuracy by AUC of 0.82

(Standard error 0.043; CI 95% 0.73-0.89), p=0.001).

DISCUSSION
To our knowledge, no study so far in the Americas has addressed VL diagnostics by a

comparative assessment of serological and molecular tests in HIV-infected patients. Strengths
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of this study are that it includes symptomatic patients living in an endemic area and its

delayed-type cross sectional design.

The population studied here presents an unexpected predominance of women, different from
other published series. We have no clear explanation for this yet. Although both AIDS and
VL predominantly affect men, it has recently changed. The spread of AIDS among women
has been observed in almost all continents, and these account for 48% of cases worldwide. %
In Brazil, the sex ratio clearly shows this trend: in 1986, there were 15:1 male to female case
and, in 2009, this ratio was 1.6:1. * Also may have contributed the recent urban behavior of
VL, since predominance of men over women in exposure to Leishmania spp. caused by the
labor activity in the field no longer exists. Regarding to the clinical aspects, the high
prevalence of palpable spleen and severe leukopenia among true VL-cases are the most

significant aspects that may increase clinical suspicion of VL.

A widely documented problem hampering diagnosis research in VL is the absence of a true
gold standard to classify with certainty patients as having the target condition or not. Thus, the
published sensitivity and specificity estimates of tests might be biased to some extent,
depending on the controls and reference test used. Microscopic examination and culture of
bone marrow, lymph node, and spleen aspiration are the conventional diagnostic procedures.
Parasitology for VL is very specific, but unless spleen aspirates can be taken, its sensitivity is
less than 90%. 3 When a reference test with sub-optimal sensitivity for case ascertainment is
used, true VL cases are missed and therefore included in the group of controls. They will
generate a "false-positive™” result in any new test one wishes to evaluate (assuming this new
test is 100% sensitive). For those cases, the new test is actually right while the reference test is

wrong, and the specificity of the new test will thus be systematically underestimated *2. For
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these problems, the term ‘reference standard’ has been introduced. This term acknowledges
the absence of a ‘gold standard” and refers to the best available method for classifying patients
as having the target condition. Consensus diagnosis definition by an adjudication committee
using follow-up information is an attractive alternative if a generally accepted reference
standard does not exist and multiple sources of information have to be interpreted in a
judicious way to reach a diagnosis.** Another strategy used to deal with the lack of a perfect

gold standard was LCM analysis.

Parasitological test proved to be the most sensitive test for diagnosing VL in HIV-infected
patients in our series. The sensitivity of direct examination performed on slides from bone
marrow aspirate in our study was higher than the 70% reported in immunocompetent
patients.>> This observation can strengthen the hypothesis of higher Leishmania spp.
parasitemia in HIV-infected patients, as already suggested by other authors.®* ** Although this
fact legitimizes the test as a good diagnostic strategy, obtaining the material requires invasive
and painful technique. Furthermore, several factors interfere with the positivity rates of the
method. Bone marrow aspiration should be carried out by trained individuals, and
performance of a correct technical procedure is vital to its sensitivity. Finally, the expertise
and persistence of the microscopist are also factors of utmost importance influencing the final

performance of the test.

Serologic tests have a high diagnostic value for VL diagnosis in immunocompetent patients
3%3% byt their value is limited in HIV-infected patients.” Our serology results confirm the low
sensitivity of all tests except DAT-LPC for VL diagnosis. Although rk39 dipstick has an ideal
format for use in the field, as it is a rapid and simple test not requiring extensive training of

the operator, its lower sensitivity limits its use for VL diagnosis among HIV-infected patients.
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Unsatisfactory results also have been observed in Africa ® 3" and one possible explanation

would be the high prevalence of HIV co-infection, often unrecognized.

DAT is a well validated test for serodiagnosis of VL and has been used for the last two decade
in immunocompetent individuals, combining high levels of intrinsic validity and ease of use.®
%% In the present study, DAT-LPC was highly sensitive and was found to be a suitable
alternative to screening visceral leishmaniasis in HIV infected patients. Of the 46 patients
considered VL-cases by adjudication committee, 41 were identified by DAT-LPC (89%). Out
from five unidentified VL-cases, in four the diagnosis could be done by both parasitological
examination and blood gPCR-Leishmania. The ability to make most VL diagnoses without
the need for specialized equipment or invasive procedures makes this test a major advance for
peripheral health care facilities. Eight patients had a positive DAT-LPC and were considered
non VL-cases by adjudication committee: in two qPCR-Leishmania was also positive in
peripheral blood and another had presented VL years before and was under prophylactic use
of amphotericin B. Despite the target condition was also considered absent in this patient, he
had chronic abnormalities such as thrombocytopenia and splenomegaly, consistent with a
recently recognized form of VL among HIV infected patients: a chronic active form. ** These
observations suggest that some of patients with considered false-positive results of DAT-LPC
were truly infected with Leishmania spp., although Leishmania was not the etiologic agent of
the disease under investigation. A fourth patient was empirically treated for VL and
disseminated mycobacteriosis with no therapeutic response. This patient had very advanced
immunosuppression. He discontinued the use of all medications and died in a few months

without confirmed etiological diagnosis. As suggested by others, *

the specificity of the
DAT, like any other diagnostic test, depends to a certain extent on the choice of the control

group. When control groups are composed of non-symptomatic people or patients with other
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confirmed diseases, the specificity of the test tends to be higher than when only clinical

suspects are studied, as is the case here.

Molecular diagnosis exploiting PCR combines several advantages; it is minimally invasive,
has a high sensitivity and specificity and is capable of identifying relapses and reinfections in
treated VL patients. The sensitivity exhibited by qPCR (based on SSUrRNA target and
performed on blood samples) not overcame but it was as good as the parasitological test. This
is beneficial because the use of a test with blood means that invasive diagnostic procedures
can be avoided. Previous studies with HIV-infected patients have demonstrated that the
sensitivity of PCR for the diagnosis of VL ranges from 76 to 100%.%% % 34 40 41 42 fowever,
two points need to be noted: first, PCR is not one technique but a method encompassing a
number of techniques depending on a variety of factors. Therefore, a direct comparison
between results from studies using different PCR should not be made. The choice of different
PCR targets should be guided by the aim to which it is directed. In fact, the PCR assay based
on kinetoplast amplification is probably the most sensitive because this molecular target is
present in about 10,000 copies per parasite.** However, the heterogeneity of kinetoplast
minicircles can be a problem for accurate quantification.*®> Moreover, the high sensitivity of
the kinetoplast target might be a double-sword edge when used as a tool to verify the
therapeutic response. For that reason, we chose the small subunit rRNA gene of the parasite as
the target sequence. The goal of our group was to evaluate a test that could be applied not
only in diagnosis but also in monitoring of HIV-infected patients after VL treatment (there is
a cohort in progress). The other point to note is that the estimates of sensitivity and specificity
should be carefully interpreted according to sample selection criterion. Studies using sera
from healthy controls in non-endemic areas or from patients with other confirmed infectious

diseases might overestimate the specificity of the test. In our series 6% gPCR positivity (4
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out 67 patients) in control group was observed. Two out them were treated for other
conditions (one patient had pulmonary tuberculosis and another had secondary syphilis
associated with vitamin B12 deficiency) and evolved with complete remission of fever,
splenomegaly and cytopenia. The third patient had VL years before. After the initial study
evaluation he had complete improvement of cytopenia with the reintroduction of antiretroviral
therapy that he had interrupted. The favorable evolution without specific treatment for VL
suggests that these three patients were asymptomatic carriers of Leishmania spp. The fourth
patient had disseminated cryptococcosis and died in few days due to neurological
complications. In this case, it was not possible undoubtedly attest that Leishmania spp.

infection was not liable for some of his symptoms.

In conclusion, our results show that, in an urban setting in Brazil, unlike other serological
techniques, DAT is a suitable tool for the VL diagnosis among HIV-infected patients. DAT is
a simple, inexpensive technique with reasonable specificity and sensitivity. It uses very little
serum, can use plasma as well, and is performed at room temperature. Nevertheless, the
laboratory infrastructure needed to carry out DAT is much simpler than IFAT, as no
sophisticated equipment is required. We reiterate that DAT rather than rk39 strip test or IFAT

can be routinely applied for VL diagnosis in HIV-infected patients.

Despite of high sensitivity and specificity of the gPCR based on SSUrRNA target, qPCR
diagnosis may have limitations in VL diagnosis. Real time PCR diagnosis alone can also not
differentiate between asymptomatic and symptomatic VL-infections. Thus this method would
be used only for the confirmation of suspected cases of active disease, excluded others

diagnoses.
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No currently available method for VL diagnosis exhibits all the desirable characteristics of
high sensitivity and specificity, in addition to ease of use and low cost. This emphasizes the
importance of associating serology, parasitological and molecular methods in order to reach
higher positivity rates in diagnosis. Using DAT as screening test, followed by parasitological
tests only in DAT-negative cases, confirmation of VL might be possible in nearly 100% and
invasive tests will be done in no more than 11% of the patients. Molecular tests, including
based on SSUrRNA target and performed in peripheral blood, represent a non-invasive

alternative for VL confirmation in settings with adequate laboratory infrastructure.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of 113 HIV-infected patients who

underwent diagnostic testing for VL

Variable

Sex (male: female)

Age, mean years + SD
Previous VL (%)

CD4 count, median

(25-75% interquartile range) *
PCR-HIV-1 load, median
(25-75% interquartile range) &
ARV therapy use (%)

Fever more than 14 days (%)
Cytopenia (%)

Splenomegaly (%)

Opportunist infection previously (%)

Abbreviations: SD: standard deviation VL: visceral leishmaniasis PCR-HIV-1: HIV load by real time polymerase

Patients

39:74

40,42 +£10.22
24/113 (21.2%)

67 (37-164) cell/mm®

34.176 (79-184.370) copies/mm?®

70/113 (61.9%)
81/113 (71.7%)
111/113 (98.2%)
50/113 (44.2%)

67/113 (59.3%)

chain reaction ARYV: anti-retroviral ~ *available in 95 patients & available in 69 patients
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Table 2. Clinical and laboratorial characteristics of patients with target condition (visceral

leishmaniasis) present or absent according to adjudication committee definition

Age (mean = SD)

Sex (male: female)

Anti-HVC presence

HbsAg presence

Illicit drug use

Alcohol abuse

Previous VL diagnosis

Previous opportunist infection
Previous schistosomiasis diagnosis
Comorbidities

CD4+ T cell count (25-75% IR)
HIV-PCR load copies/mm® (25-75% IR)
Fever

Cytopenia

Splenomegaly on physical exam
Death in 30 days

ARY therapy use

ARY therapy regular use

Hemoglobin g/dl

Leucocytes count cell/L (25-75% IR)
Platelets count cell/L (25-75% IR)
rK39 dipstick test positivity

IFAT positivity

DAT-LPC positivity

Leishmania qPCR in peripheral blood positivity

Median copies Leishmania qPCR in blood (25-75% IR)
Abbreviations: SD: standard deviation Anti-HVC: antibody to the hepatitis C virus
real time polymerase chain reaction for HIV-1 rK39 dipstick test: rapid recombinant K39 antigen-based immunochromatographic test

Target condition present

n=46
41.02£10.8
11:35
2 (4.3%)
0
16 (34.8%)
31 (67.4%)
20 (43.4%)
31 (67.4%)
3 (6.5%)
13 (28.3%)
67 (6-864)°
5.000 (0-65.712)°
28 (60.8%)
46 (100%)
35 (76%)
4 (8.7%)
32 (69.6%)
15/32 (46.8%)

82+1.6

2.0 (1.75-2.80) x 10°
114 (82.75 -173.75) x10°
21/46 (45.6%)

28/46 (60.9%)

41/46 (89%)

36/42 (85.7%)

16.543 (108-70.209) °

Target condition absent

n=67
40.0+9.8
28:39
6 (9.5%)
2 (3.2%)
27 (40.3 %)
40 (59.7%)
4 (5.9%)
36 (53.7% )
7 (10.4 %)
16 (23.8%)
92 (5-483)°
78.132 (7.412-316.650)"
53 (79.1 %)
65 (97.0 %)
15 (22.4 %)
8 (11.9%)
34 (50.7)
7/34 (20.6)

91+24

3.3 (1.75-4.20) x 10°
139 (90.50-244.50) x10°
2/67 (3.0%)

7/67 (10.4%)

8/59 (13.6%)

4160 (6.7%)

66.436 (5066-36.479.000)"

p value

0.60
0.07
0,44
0.31
0.58
0.39
0.00
0.17
0.05
0.64
0.18
0.01
0.06
0.51
0.00
0.02
0.15
0.01

0.04

0.005
0.233
0.00
0.00
0.00
0.00

0.56

HbsAg: hepatitis B surface antigen ARYV: anti-retroviral PCR-HIV:

IFAT: indirect

fluorescent antibody test DAT-LPC: a direct agglutination test using a prototype kit produced at CPgRR qPCR: real time polymerase chain reaction for

Leishmania infantum a: performed in 43 patients b: performed in 52 patients c¢: performed in 29 patients d: performed in 40 patients e: available in 35

patients f: available in 4 patients
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Table 3. Sensitivity, specficity and 95% confidence intervals (95% CI) presented by index tests

using two reference tests and Latent Class Model analysis

Index test

rK39 dipstick
test (Kalazar

Detect"™®)

IFAT

DAT-LPC

qPCR in
peripheral
blood
Splenomegaly
on physical

€xam

Parasitological test as

reference test

Sensitivity
95% CI)
46.6

(30.7-62.6)

61.0
(44.5-75.8)
87.8
(73.8-95.9)
87.2

(72.6-95.7)

75.6

(59.7-87.6)

Specificity
95% CI)
97.1

(90.0-99.6)

87.1
(77.0-94.0)
82.3
(70.5-90.8)
93.4

(84.0-98.1)

79.4

(67.4-88.3)

Adjudication committee
diagnosis

as reference test

Sensitivity  Specificity
95% CI)  (95% CI)
45.6 97.0
(30.9-61.0)  (89.6-99.5)
60.9 89.5
(45.4-74.9)  (79.6-95.7)
89.1 86.4
(76.4-96.3)  (75.0-93.9)
85.7 94.9
(71.0.-94.5)  (85.8-98.9)
76.1 81.5
(61.2-87.4)  (70.0-90.1)

Latent class model

analyses
Sensitivity  Specificity
95% CI) 95% CI)
46.2 98.4
(31.3-61.7)  (89.3-99.8)
61.5 88.5
(45.6-75.3) (77.8-94.4)
89.7 85.3
(75.7-96.1)  (74.0-92.1)
84.6 91.8
(69.7-92.9) (81.8-96.6)
79.5 80.3
(64.0-89.4) (68.5-88.5)

rK39 dipstick test: rapid recombinant K39 antigen-based immunochromatographic test IFAT: indirect fluorescent antibody test

DAT-LPC: a direct agglutination test using a prototype kit produced at CPqRR qPCR: real time polymerase chain reaction for

Leishmania infantum
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Figure 1.
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Figure 2. Receiver operating characteristic curve for DAT-LPC and IFAT
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Footnote: Pairwise comparison of ROC curve: difference between areas 0,120, Standard error

0.0434, 95% Confidence interval 0.0345 to 0.205, Significance level

P =0.006
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STARD checklist for reporting of studies of diagnostic accuracy

(version January 2003)

Section and Topic Item On page #
#
TITLE/ABSTRACT/ 1 Identify the article as a study of diagnostic accuracy (recommend 3)
KEYWORDS MeSH heading 'sensitivity and specificity').
INTRODUCTION 2 State the research questions or study aims, such as estimating (4)
diagnostic accuracy or comparing accuracy between tests or
across participant groups.
METHODS
Participants 3 The study population: The inclusion and exclusion criteria, setting (4, 5,6)
and locations where data were collected.
4 Participant recruitment: Was recruitment based on pr esenting recruitment based on
symptoms, results from previous tests, or the fact that the| presence of symptoms
participants hadr eceived the index tests or the reference (5)
standard?
5 Participant sampling: Was the study population a consecutive consecutive series of
series of participants defined by the selection criteria in item 3 and | participants defined by
47? If not, specify how participants were further selected. presence of symptoms
(6)
6 Data collection: Was data collection planned before the index test| data collection planned
and reference standard were performed (prospective study) or before the index test
after (retrospective study)? (prospective study)(5)
Test methods 7 The reference standard and its rationale. two reference standard
were compared (5)
8 Technical specifications of material and methods involved (6-8)
including how and when measurements were taken, and/or cite
references for index tests and reference standard.
9 Definition of and rationale for the units, cut-offs and/or categories (6-8)
of the results of the index tests and the reference standard.
10 The number, training and expertise of the persons executing and (6-8)
reading the index tests and the reference standard.
11 Whether or not the readers of the index tests and r eference (5)
standard were blind (masked) to the results of the other test and
describe any other clinical information available to the readers.
Statistical methods 12 Methods for calculating or comparing measures of diagnostic 9)
accuracy, and the statistical methods used to quantify uncertainty
(e.g. 95% confidence intervals).
13 Methods for calculating test reproducibility, if done. Not done
RESULTS
Participants 14 When study was performed, including beginning and end dates of 9)
recruitment.
15 Clinical and de mographic characteristics of the study population Table 1
(at least information on age, gender, spectrum of presenting
symptoms).
16 The number of participants satisfying the criteria for inclusion who Figure 1
did or did not undergo the index tests and/or the reference
standard; describe why participants failed to undergo either test (a
flow diagram is strongly recommended).
Test results 17 Time-interval between the index tests and the reference standard, | All test were performed
and any treatment administered in between. simultaneously before
treatment
18 Distribution of severity of disease (define criteria) in those with the Table 2
target condition; other diagnoses in participants without the target
condition.
19 A cross tabulation of the results of the index tests (including Table 2 and Figure 2
indeterminate and missing results) by the results of the reference
standard; for continuous results, the distribution of the test results
by the results of the reference standard.
20 Any adverse events from performing the index tests or the NA
reference standard.
Estimates 21 Estimates of diagnostic accuracy and m easures of statistical Table 3
uncertainty (e.g. 95% confidence intervals).
22 How indeterminate results, missing data and outliers of the index Table 2 and Figure 1
tests were handled.
23 Estimates of variability of diagnostic accuracy between subgroups NA
of participants, readers or centers, if done.
24 Estimates of test reproducibility, if done. NA
DISCUSSION 25 Discuss the clinical applicability of the study findings. (11-14)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

117



Nos ultimos 10 anos, varias descobertas cientificas foram alcangcadas no
diagndstico, terapia e prevencao das leishmanioses, e os pregos de algumas das
medicacdes usadas no tratamento foram reduzidos [2, 98]. Estes avancgos, embora
tenham facilitado a implantacdo de programas de controle, ndo foram suficientes
para multiplicar estas iniciativas e causar impacto na mortalidade e na morbidade da

doenca, em todo o mundo [4].

Um marco estratégico foi alcangado em 2007, quando a Assembleia Mundial da
Saude aprovou a resolugdo numero 60 para o controle da leishmaniose [12], que
definiu diretrizes para orientar pesquisas e programas de prevencao. Foram feitas
recomendagdes sobre o uso de testes diagndsticos, sobre 0 manejo da coinfecgao
Leishmania-HIV e consideracdes sobre a influéncia de fatores sociais e mudangas
climaticas na disseminagdo da doe ng¢a. Identificou-se a clara necessidade de
fortalecimento, tanto da deteccdo de casos ativos de | eishmaniose quanto da
capacidade diagnéstica em unidade de saude periférica, onde os pacientes séo
rotineiramente tratados com base em diagndstico presuntivo. Recomendagdes para
a pesquisa incluiram a promogao do conhecimento epidemioldgico desta parasitose

e avaliacao de custo efetividade dos meios diagndsticos e terapéuticos.

Até agora, a confirmagao diagnostica de LV baseou-se na identificagdo do parasito
por microscopia. A maioria dos servicos, no entanto, ndo dispde dos recursos
necessarios para a propedéutica invasiva. Outras alternativas diagndsticas foram
introduzidas nos ultimos anos, incluindo técnicas soroldgicas e moleculares, mas no
caso dos pacientes coinfectados pelo HIV, a evidéncia disponivel sobre essas
ferramentas diagndsticas, além de escassa, nao € robusta o suficiente para embasar
as decisfes clinicas. Da mesma forma, faltam trabalhos bem desenhados capazes
de identificar os fatores preditores do curso recorrente apds o tratamento para LV,
que auxiliariam na d ecisdo de introduzir e suspender a pr ofilaxia secundaria,

estratégia que expde o paciente a risco e onera o sistema de saude.

Revisando a literatura de forma sistematica foi possivel compilar e c omparar o
desempenho dos varios métodos sorolégicos e moleculares disponiveis, o0 q ue
permitiu a i dentificacdo de s uas principais propriedades e, consequentemente,

reflexdo sobre as implicagdes do uso de cada um deles. Exceto para o DAT, cuja
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experiéncia entre infectados pelo HIV concentra-se principalmente na india
(portanto, com L. (L.) donovani), para os outros testes soroldgicos as evidéncias
foram produzidas principalmente na Europa e, portanto, referem-se essencialmente
a infeccao por L.(L.) infantum. Com base nas evidéncias até agora disponiveis,
testes baseados na deteccdo de DNA sdo altamente sensiveis e apr esentaram
desempenho global elevado, podendo contribuir para a confirmagao diagnéstica. No
estudo clinico que compde essa tese (ARTIGO 4), o desempenho dos principais
testes em nosso meio foi avaliado utilizando-se uma amostra calculada para tal fim e
sob condi¢cdes adequadas para um estudo de acuracia: os testes foram aplicados
em todos os suspeitos, casos e controles, de forma "mascarada" e simultanea. Até
onde sabemos, esse trabalho representa o primeiro estudo de validagao diagnostica
para LV com desenho transversal, incluindo dados de seguimento, e o primeiro
estudo planejado para comparar os diversos testes diagndsticos para LV entre
infectados pelo HIV produzido nas Américas. Os resultados obtidos sugerem que os
testes sorolégicos ndo devem ser usados para descartar o diagnostico de VL entre
infectados pelo HIV. Observamos diferenca de desempenho entre as varias técnicas
sorologicas e superioridade do DAT em relagao as demais. O desempenho do DAT
observado em nosso meio, com L.(L.) infantum, se assemelha ao ja descrito na india
com L.(L.) donovani. A técnica de gPCR, utilizando a subunidade ribossomal do RNA
como alvo, mostrou-se sensivel e especifica, despontando como alternativa ao
exame parasitoldgico invasivo para a confirmagao de casos suspeitos. Em relagdo a
predicdo de recidiva, as evidéncias reunidas na literatura indicam a necessidade de
instituicado da profilaxia secundaria apds o tratamento de LV entre infectados pelo
HIV, especialmente na presenca de c ondicbes que foram identificadas como
relacionadas a maior risco de recidiva, a saber: a auséncia de elevagdo na contagem
de linfécitos T CD4+ no seguimento, histéria anterior de recidiva de LV e contagem
de linfocitos T CD4+ inferior a 100 células/dL na ocasidao do diagndstico primario de
LV. Ao contrario do observado com outras infecgdes oportunistas, o uso de terapia
antirretroviral altamente potente se mostrou insuficiente para evitar as recidivas de
LV. Também com base em informacdes publicadas, o tratamento com derivados do
antimdénio se associa aum a mortalidade trés vezes superior a obs ervada com
anfotericina B. N&o ha evidéncia suficiente até agora que indique superioridade de
uma formulagéo de anfotericina sobre as demais, tampouco a dose ideal necessaria

deste medicamento. Estas conclusdes trazem alguma luz sobre questdes frequentes
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no manejo clinico de pacientes coinfectados por Leishmania-HIV e devem contribuir
para o estabelecimento de recomendagdes er otinas de diagnostico e
acompanhamento destes pacientes, além de auxiliarem no delineamento de grandes

estudos prospectivos que ainda s&o necessarios.

5.1 IMPLICACOES PARA A PRATICA

A introducdo da LV nas grandes cidades e a sua associagdo com a infecgao pelo
HIV configura realidade epidemioldgica diversa daquela previamente conhecida,
requerendo além de nova racionalidade para os sistemas de vigilancia e de controle,
abordagem clinica diferenciada e cheia de especificidades. Enfrentar esse desafio
exige o conhecimento de toda experiéncia acumulada até aqui, além de investimento

humano e material em novas estratégias de abordagem.

A aplicacdo dos resultados deste trabalho na pratica clinica requer analise criteriosa
de suas limitagbes. Nenhum trabalho das Ameéricas e, no geral, poucos estudos
provenientes do continente africano e india puderam ser incluidos nas revisdes da
literatura realizadas. Os estudos reunidos para a avaliagdo prognédstica e para a
analise da acuracia diagndstica dos varios métodos disponiveis eram, no g eral,
relatos da experiéncia dos servigos e nédo estudos com planejamento adequado. Da
mesma forma, faltam ensaios randomizados e c ontrolados que permitam
comparacgoes diretas entres os varios tratamentos atualmente disponiveis para LV.
Apesar destas limitacdes, decisdes clinicas precisam ser tomadas todos os dias.
Nossas conclusbes devem contribuir para embasar algumas dessas decisdes,
especialmente nos continentes europeu e sul-americano, em algumas situagdes

descritas a seguir.

Sobre o diagnostico de LV entre infectados pelo HIV:

1- os testes soroldgicos para leishmaniose IFAT, ELISA, BLOT e DAT exibem baixa
sensibilidade e ndo podem ser usados para afastar o diagnéstico de LV;

2- DAT exibe medida de desempenho global superior a apresentada por ELISA e

IFAT e, sob o aspecto de acuracia, deve ser preferido em rotinas de investigacéo;
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3- Incluindo nossos préprios resultados (ARTIGO 4), foram identificados apenas trés
estudos avaliando o desempenho de testes imunocromatograficos rapidos baseados
na pesquisa do anticorpo contra o antigeno recombinante k39 entre infectados pelo
HIV, sendo observada sensibilidade muito baixa desta técnica;

4- a técnica de PCR apresenta alto desempenho global e pode ser utilizada para
confirmar ou afastar o diagndstico de LV entre pacientes infectados pelo HIV com
quadro clinico compativel, representando alternativa ao exame parasitologico para a
confirmacgé&o diagnostica;

5- 0 PCR em tempo real utilizando como alvo a subunidade ribossomal do RNA e
testado em nosso meio mostrou-se técnica sensivel e especifica para o diagndstico
de LV.

Sobre a recidiva de LV entre infectados pelo HIV:

1- a terapia antirretroviral altamente potente n&o ¢é intervencao suficiente para evitar
a recidiva de LV,

2- a profilaxia secundaria apds ot ratamento reduz significativamente a taxa de
recidiva de LV e deve ser recomendada;

3- algumas condi¢des, se identificadas, devem ser consideradas marcadoras do
risco de recorréncia de LV e reforcam a indicagao de profilaxia secundaria: auséncia
de elevagdo da contagem de linfécitos T CD4+ no seguimento; histéria prévia de
recidiva de LV; contagem de linfocitos T CD4+ abaixo de 100 células/mL na ocasiao

do primeiro diagnéstico de LV.

Sobre o tratamento de LV entre infectados pelo HIV:

1- os derivados de antiménio sdo drogas mal toleradas pelos pacientes coinfectados
pelo HIV, associando-se com mortalidade trés vezes maior que a observada com o
tratamento com anfotericina B e devem ser desaconselhadas;

2- os dados disponiveis até o momento séo insuficientes para se comparar a eficacia
entre as varias formulagdes de a nfotericina B ou s e definir a dose e tempo de
tratamento ideais;

3- a experiéncia com miltefosina é limitada entre infectados pelo HIV.
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5.2 IMPLICACOES PARA A PESQUISA

Muitas questdes permanecem nao respondidas com relagdo ac oinfeccao
Leishmania-HIV. Mais estudos seriam necessarios para determinar se ha diferenca
entre os varios esquemas profilaticos na reducdo de recidiva e qual olimiar de

linfocitos T CD4+ que permitiria a suspensao da profilaxia.

A aplicacdo de metodologia rigorosa € muito importante no desenho e condugao de
estudos para avaliagdo de acuracia diagnoéstica. Esta revisdo apontou problemas
principalmente relacionados as técnicas de selecido de amostra e nao uniformizacao
de critérios diagnédsticos. Seria interessante que estudos futuros adotassem a
padronizagao para publicagdo de estudos, como por exemplo o escore STARD

(Standards  for  Reporting of Diagnostic  Accuracy -  www.consort-

statement.org/stardstatement.htm) [99], o que garantiria clareza, rigor metodolégico

e possibilidade de comparagao de resultados. A heterogeneidade detectada entre os
ensaios e a aus éncia de estudos representativos de todas as regides endémicas,
considerando av ariabilidade dos parasitos, dos hospedeiros e a di versidade
ambiental, limita a extrapolagdo de conclusdes para todas as regides do mundo.
Mais estudos avaliando o desempenho dos varios testes soroldgicos deveriam ser
conduzidos nos continentes africano, asiatico e americano a fim de confirmar as
informagdes ja reunidas na Europa e os nossos proprios dados. Em especial,
ensaios utilizando testes rapidos baseados nai dentificagdo de anticorpos anti
antigeno rK39 deveriam ser realizados nas varias regidoes endémicas antes de sua
utilizacao de forma rotineira no diagnéstico de LV em regides de alta prevaléncia do
HIV.

Sobre a avaliagéo de fatores progndsticos, o emprego de medidas de desfecho mais
precisas, grupos de pacientes controlados et empo de seguimento adequado,
certamente garantiriam informagdo mais confiavel em relagdo a algumas condi¢des
que nao puderam ser avaliadas - como oi mpacto dos diversos esquemas
terapéuticos, antirretrovirais e leishmanicidas, sobre a taxa de recorréncia de LV. O
uso de marcadores moleculares quantitativos deve melhorar a pr ecisdo das
estimativas de progressédo da doencga. Por outro lado, essa técnica impde um novo

desafio para sua validagdo: por sua alta sensibilidade, alternativas aos exames
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parasitologicos como padrao ouro, tal como emprego da analise por classes

latentes, precisarao ser discutidas e comparadas.

Embora a anfotericina B figure como a melhor opgdo dentre os tratamentos
estudados para LV entre infectados pelo HIV, a presenca de diferenga na eficacia
entre suas varias formulacbes e a dose ideal, em cada regido endémica, séo
questdes que ainda precisam ser esclarecidas por ensaios clinicos prospectivos e
randomizados. O tratamento com miltefosina, bem como as varias possibilidades de

terapia combinada precisarao ser avaliados entre coinfectados com Leishmania-HIV.
Por fim, por exigéncia da prépria metodologia de revisao sistematica, a atualizagao

periodica destas revisdes torna-se a partir de agora um compromisso, a fim de se

manter o alinhamento necessario com a evidéncia cientifica disponivel.
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6 ANEXOS
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6.1 ANEXO I. Ficha para coleta de dados na avaliacao inicial e seguimento

Identificacdo

numero na pesquisa

Numero de registro

Data de nascimento: /|

sexo o masculino o feminino idade:

residéncia o BH/RM o Interior MG o outra o ig

escolaridade o analfab o <1°grau 2°grau comp/incompleto o 3°grau o ig

oMO o MA1(finaltto)) oM2 oM4 oM6 oM8 oM10 oM12 o MR

Comorbidades

HIV/AIDS o ndo osimoig

HCV crénico o ndo o sim o ig

HBV crénico o ndo o sim o ig

Diagndstico prévio esquistossomose o ndo o sim o ig
Diagnostico de Doenga de Chagas o ndo o sim o ig
Etilismo presente ou passado o ndo o sim o ig

Drogadicao presente ou passada o nao o sim o ig

outra comorbidade o n&do o sim o ig

Infeccao HIV

Data do diagndstico HIV: / / (dd/mm/aaaa)

Categoria transmissao:( ) 0-homo 1-hetero 4-transfusao 5-vertical 6-1VD 8-1G
Uso de TARV antes do dx LV primario o n&o o sim o ig

Data inicio uso primeiro esquema TARV: / / (dd/mm/aaaa)

ultimo esquema TARV
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LV ultimo episédio ou atual

Data do diagnéstico / / (data do primeiro exame positivo)

trata-se de LV primaria o ndo o sim o ig

Data LV primaria (se nao for o 1° epidodio) / / (dd/mm/aaaa)

Numero episddios anteriores

Passado de infec¢des oportunistas antes de LV primaria o ndo o sim oig oNA

Sintomas

Febre relatada ou termometrada o n&o o sim o ig

Citopenia (<3500 leuc ou < 120.000 plagou Hg<11) ondo o simoig
Visceromegalia ao exame fisico (bago palpado ou figado >2 cm) o n&do o sim o ig
Teve dx LV (clinica + sorol + ou parasitolégico+) o n&o o simoig

Tempo em dias desde o primeiro sintoma até o dx

Morbidade e fatores de gravidade

Apresentou <500 neutrofilos entre inicio sintomas e fim tto LV o ndo o sim o ig
Uso ATB (tto infecgao bacteriana) entre inicio sintomas e fim tto LV o ndo o sim o ig

Recebeu transfusao qquer momento entre inicio sintomas e fim tto LV o ndo o sim o
ig

Dias de internagdo: __
Internagédo CTlI ondo osimoig o NA
hemodialise: o ndo o sim o ig o NA

Ventilagdo mecanica o ndo o simoig o NA

Tratamento LV Gltimo epis6édio ou atual

Medicacaol: ( ) 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA

Data do inicio: [ Data de término: [ ]
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Dosediaemmg

Duragéo do tratamento: __ dias (dias em que a medicagao foi efetivamente
administrada)

Medicacao?2: ( )

Data do inicio: [/ Data de término: [/

Dosediaemmg__

Duragao do tratamento: __ dias (dias em que a medicagao foi efetivamente
administrada)

Medicacao3 ( )

Data do inicio: [/ Data de término: [/

Dosediaemmg

Duragéo do tratamento: __ dias (dias em que a medicagao foi efetivamente
administrada)

Avaliacdo de resposta clinica ao tratamento LV ultimo episdédio ou atual ao fim
do tto (Ultimo dia +/- 3 dias)

Desaparecimento da febre (> 48 horas) o ndo o simoig o NA

Reducao da esplenomegalia > 2 cm em relagédo ao MO onao osmoig o NA
Aumento maior ou igual a 2g% na Hg em relagdo ao MO onao osimoig o NA
Aumento maior ou igual 50% leucécitos em relagdo ao MO o ndo o sim oig o NA

Aumento maior ou igual 50% plaquetas em relagdo ao MO o n&o o sim oig oNA

Obito em até 30 dias do diagnéstico LV Gltimo episddio ou atual

ondo osimoig o NA

Data / / atribuido a LV ou tto o ndo o simoig o NA
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Profilaxia secundaria apds LV primaria

o ndo indicada o indicada o ig o NA (se HIV negativo)

Medicagao1: ( ) 1- Glucantime® 2- Anfo desox 3—Anfo lipo 4-outra

AVALIACAO LABORATORIAL NA LV ULTIMO EPISODIO OU ATUAL

Teste rap rK39 o neg o positivo o ig ou indeterminado o nao realizado
Sorologia IFAT o neg o positivo o ig ou indeterminado o nao realizado
Sorologia DAT o neg o positivo o ig ou indeterminado o nao realizado
P. direta MO o neg o positivo o ig ou indeterminado o nao realizado
Mielocultura o neg o positivo o ig ou indeterminado o nao realizado

gPCR sangue:

titulo:

titulo:

128



nuamero na pesquisa (

Acompanhamento clinico - Anamnese e exame fisico

)

MO

M1

M2

M4

M6

DATA

[/

Febre

Peso

Figado
(cm)

Baco
(cm)

0-sem doenca

1-recidiva

2-abandono/falta

3-0bito

TARV (> 4
sem)

MO

M1

M2

M4

M6

M8

M10

M12

adesao
TARV

em
profilaxia
usou
alguma vez
no periodo

medicacéao
profilatica*

Prof
regular

se
intervalo
max 4 sem

intervalo
médio da
profilaxia
meédia dos
intervalos
do periodo

* 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA
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Exames laboratoriais

MO

M1

Exames

*

Hb

Ht

Plaquetas

Leucocitos

neut/linf/eos

Exames §

Cd4

Exames §

PCR

Log

* considerar os exames realizados na data ou em + 15 dias da data da avaliagdo programada, o mais préximo
§ considerar os exames realizados na data ou em -90 a +30 dias da data da avaliagdo programada, o mais préoximo
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6.2 ANEXOII Ficha de coleta de dados morbimortalidade dos casos LV

Identificacao

Registro

Peso altura IMC

Morbidades

(presenca em relato a admissao ou ocorréncia em qualquer momento até 5° dia de
tratamento)

Presenca de sangramento () 0 ndo 1sim 8-ignorado
Tipo de sangramento: ()

1-pele (petequia/equimose) 2- mucosa (gengivorragia/epistaxe) 3- TGl
(melena/enterorragia’/hematemese) 4- hematuria 5- cavitario (derrame) 8-
ignorado

presenca de edema periferico () 0-ndo 1-sim 8-ignorado
vomitos ( )0-ndo 1-sim 8-ignorado

diarreia( ) 0-ndo 1-sim 8-ignorado

ictericia observada ao exame clinico () 0-ndo 1-sim 8-ignorado
dispneia ( )0-ndo 1-sim 8-ignorado

choque/hipotenséo () 0-ndo 1-sim 8-ignorado

registro de desnutrigdo ( ) 0-ndo 1-sim 8-ignorado

Exames

BT (bilirrrubina total)

BD (bilirrubina direta)

Bl (bilirrubina indireta)

TGO

TGP
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Creatinina

AP

RNI

Albumina

Toxicidade ao tratamento

Medicacao1: ( ) 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA

Data do inicio: [/ Data de término: [

Dosediaemmg Duracdo do tratamento: ~~ dias

Apresentou alguma toxicidade ao tratamento o ndo o sim o ig o NA
Qual toxicidade ()

1-renal 2- hepatica 3- cardiaca 4- pancreatica 5- musculo-articular 6-
hipocalemia 7-outra/associagcao 8-ig 9-NA

Medicagao2: ( ) 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA

Data do inicio: [/

Dosediaemmg

Duracédo do tratamento: _~ dias
Data de término: __ /[

Apresentou alguma toxicidade ao tratamento o ndo o sim o ig o NA

Qual toxicidade () 1-renal 2- hepatica 3- cardiaca 4- pancreatica 5- musculo-
articular 6- hipocalemia 7-outra/associagao 8-ig 9-NA

Medicagao3: ( ) 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA

Data do inicio: [/

Dosediaemmg

Duracédo do tratamento: ~~ dias
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Data de término: [

Apresentou alguma toxicidade ao tratamento o ndo o sim o ig o NA

Qual toxicidade () 1-renal 2- hepatica 3- cardiaca 4- pancreatica 5- musculo-
articular 6- hipocalemia 7-outra/associagao 8-ig 9-NA

Definicao de toxicidade (considerar o parametro desde que ndo presente na
avaliagao pré tto)

1-

2-

Renal: elevacédo de 50% ou mais da creatinina em relagdo ao pré tto ou creat
> 2mg%

Cardiaca: ICC (diagnostico clinico ouao ECO), relato de alguma arritmia,
incluindo prolongamento de QTc acima do normal (homem> 0,45
mulher>0,47)

Pancreatica: ao menos uma das duas enzimas (lipase e amilase) > 6 vezes o
LSN ou diagndstico clinico + qquer elevagédo enzimas

Musculo-articular: relato de mialgia ou artralgia/artrite ou el evagdo CK > 6
vezes LSN

Hipocalemia: K < 3,5 em qualquer momento apds inicio da anfo, até 5 dias do

término
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6.3 ANEXO lll. Ficha de coleta de dados dos casos controles

Identificacao

numero na pesquisa

Definicdo diagnoéstica

Teve uma definicdo diagndstica para explicar febre e/ou citopenia e/ou
visceromegalia :ondo osimoig o NA

Dias entre inicio dos sintomas e definicdo diagnostica

O diagnéstico foi estabelecido com base em ( )
1- exame microbiolégico ou histopatolégico
2- exame de imagem
3- exame sorologico ou outro exame de patologia clinica
4- quadro clinico compativel + afastadas outras hipoteses

5- quadro clinico compativel + afastadas outras hipoteses + prova terapéutica
positiva

6- mais de um dos anteriores

8-ignorado

O paciente recebeu terapia ativa para leishmania durante o periodo de investigagéo
o nao o sim o ig

Medicacédo ( ) 1- Glucantime® 2- Anfote desox 3 — Anfo lipo 4-outro 8-ig 9-NA
Data doinicio:___ /[ Data de término: [/

Dosediaemmg

Duracédo do tratamento: _  dias (dias de medicagéo efetivamente administrada)

O paciente recebeu alguma terapia especifica para a condi¢gao provavel causa dos
sintomas o ndo o sim o ig
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Avaliacdo médica entre 30 +/- 15 dias apds inicio da investigacdo para LV

Existe avaliagdo médica em 30 ou mais dias apds inicio da investigagéo para LV?

o nao o sim o ig

Desaparecimento da febre (> 48 horas) o ndo o simoig o NA

Reducao da esplenomegalia > 2 cmem relagdgo ao MO o ndo osimoig o NA
Aumento maior ou igual a 2g% na Hg em relagdo ao MO onao osimoig o NA
Aumento maior ou igual 50% leucécitos em relagdo ao MO o n&o osimoig o NA

Aumento maior ou igual 50% plaquetas em relagdo ao MO o ndo o sim oig o NA

Obito em até 30 dias ap6s o inicio da avaliacdo LV o ndo o sim oig o NA

Data / /

Causa do 6bito:

Diagnostico definido ( )

1- HIV
2-micobacteria

3-doenca fungica

4-doenca infecciosa outra alem das especificadas

5- doenca clinica n&o infecciosa

6- esquistossomose (FHE)

7- hepatopatica cronica/hiperesplenismo nao FHE

8- ignorado

10- duas ou mais das anteriores
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6.4 ANEXO IV. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, )

fui convidado a participar da pes quisa “Intensidade de infecgao, persisténcia parasitaria e perfil imune como preditores de
evolugao clinica de leishmaniose visceral entre pacientes infectados ou nédo pelo HIV”.

Leishmaniose visceral ou Calazar € uma doenga causada por um parasito chamado Leishmania, que tem tratamento
mas pode apresentar recaida, principalmente nos 12 meses seguintes ao tratamento.

A pesquisa tem como objetivo estudar a quantidade de parasito (chamada de parasitismo) no sangue e na medula
O0ssea ear esposta docorpo contra esta infeccdo (chamada de resposta imune), antes e ap6és o tratamento contra a
leishmaniose e assim avaliar orisco de reaparecimento da doenga. Sera avaliada a utilidade de um novo exame para a
deteccédo da infecgdo, chamado Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR). Este exame pode identificar o
parasito de forma mais sensivel, antes mesmo da doenga se manifestar e pode ser realizado no sangue ou no material colhido
da medula do osso. Assim, nossa intencdo € melhorar o entendimento das recaidas da doenga, para conseguir cuidar de
maneira mais adequada dos outros doentes que venham a ter leishmaniose visceral no futuro.

Para participar da pes quisa, vocé precisara ser avaliado por um médico da nossa equipe noi nicio do
acompanhamento e depois a cada 60 dias nos proximos 12 meses. Em cada avaliagéo, vocé devera conversar com um meédico
da nossa equipe e ser examinado. Sera também realizada uma coleta de sangue (cerca de 5m |) para ser analisado no
Laboratério de P esquisas Clinicas do Centro de Pesquisas René Rachou. No caso de realizagdo do exame de pungdo de
medula 6ssea antes do inicio do tratamento, uma pequena quantidade do material coletado também sera reservada para a
realizagdo do exame de PCR. Se vocé apresentar sinais de recaida da doenga, tais como febre, aumento do volume abdominal
e perda de peso, vocé deve procurar este hospital €, neste caso, depois de examinado, serdo realizados coleta de sangue e
nova amostra de medula 6ssea para exames.

A técnica para coletar o aspirado de medula éssea consiste em uma pungéo por agulha prépria na crista iliaca (osso
da bacia), realizada com anestesia local. A coleta de sangue (puncéo venosa) terda a mesma técnica utilizada para colher os
exames comuns. Os riscos da realizagdo destes procedimentos sdo pequenos. Vocé podera sentir dor leve momentanea no
local da pungao e depois podera formar um pequeno hematoma (mancha roxa). Caso apresente qualquer problema, vocé sera
avaliado por um médico da pesquisa e recebera todo o atendimento necessario.

Em qualquer momento, vocé podera decidir sair da pes quisa. Caso saia, ndo hav era nenhuma diferenga no
tratamento que v océ esta recebendo no H ospital Eduardo de Menezes. Vocé ndo r ecebera nenhuma gratificagcdo para
participar da pesquisa. As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais. Somente vocé e nds, do grupo da
pesquisa, teremos acesso as informagdes. Os dados néo serdo divulgados de forma a identifica-lo.

Vocé recebera uma copia deste termo, onde consta o telefone do pes quisador principal e do C omité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisa René Rachou e do Hospital Eduardo de Menezes. Vocé pode esclarecer suas duvidas sobre

o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer momento.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da minha participagéo e concordo em participar

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador

Belo Horizonte, de de

Pesquisadores:

Glaucia Fernandes Cota — Tel: (31) 9984-36770u 3328-5023 Hospital Eduardo de Menezes — Av Dr Cristiano Rezendo, 2213 - CEP 30.622-20 Bairro Bom Sucesso, Belo
Horizonte

Ana Rabello - (31) 3349 7708 Laboratério de Pesquisas Clinicas- - Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto — Belo Horizonte. Cep:30190-002

Comités de Etica

Centro de Pesquisa René Rachou: (31) 3349 7825 CEP Hospital Eduardo de Menezes: (31) 3328-5072
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