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RESUMO

O Numero de Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH) vem
crescendo em areas endémicas para Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil e outros
paises. Além disso, o numero de casos de LV vem aumentando em pacientes
imunossuprimidos, tendendo a se apresentar com uma taxa de caso-fatalidade mais
alta. NOs revisamos os registros de pacientes transplantados em uma area altamente
endémica para LV no Nordeste Brasileiro e realizamos um estudo de corte para
determinar a taxa de infeccdo por Leishmania infantum. Dentre os 337 pacientes
transplantados no estado do Rio Grande do Norte, entre 2009 e 2016, ndo havia
nenhum caso LV. NGs estudamos 73 (21,6%) individuos que estavam com mais de
02 anos de TCTH. Doze dos 73 (16,4%) tiveram anticorpos anti-Leishmania positivos
e 11 de 66 (16,6%) foram positivos quando usamos o ensaio gPCR para Leishmania.
Depois de um tempo de seguimento médio de 16 meses, nenhum progrediu para LV
e eles se tornaram negativos para anticorpos anti-Leishamnia. Nos concluimos que
pacientes transplantados residentes em areas endémicas para LV podem
frequentemente se infectarem com Leishmania. Apesar de nenhum ter progredido
para forma ativa da doenca, seria prudente seguir esses individuos uma vez que ha
indicios de persisténcia da Leishmania e risco eventual de LV devido a terapia de
tratamento pds-transplante.

Palavras Chaves: Leishmaniose visceral; Transplante; Transplante de Células Tronco
Hematopoiéticas; Leishmania; Anticorpo
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ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) procedures are increasing
in endemic areas for human visceral leishmaniasis (VL) in Brazil and elsewhere. In
addition, the number of VL cases is increasing in immunosuppressed individuals and
these cases tend to present a higher case-fatality rate. We reviewed the registry of
HSCT subjects in a highly VL endemic area in Northeast Brazil and performed a cross
sectional study to determine their rate of Leishmania infantum infection. Among the
337 subjects transplanted in the state of Rio Grande do Norte, between 2009 and 2016,
there were no prior VL cases associated with the transplant. We studied 73 (21.6%)
individuals who were over 2 years after HSCT. Twelve of 73 (16.4%) had positive anti-
Leishmania antibodies and 11 of 66 (16.6%) tested positive when using Leishmania
gPCR assay. After a median follow up of 16 months, none progressed to VL and they
became anti-Leishmania antibody negative. We conclude that transplanted subjects
residing in VL endemic areas can frequently become infected with Leishmania.
Although none progressed to active disease, it would be wise to follow up those
individuals since there is a possibility of Leishmania persistence and eventual risk of

VL due to the post-transplant management therapy.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; Transplant; Hematopoietic Stem Cell

Transplantation Leishmania; Antibody
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1. INTRODUCAO

O Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas (TCTH) é um
processo que visa reconstituir a hematopoiese apés a aplicacao de quimioterapia
e/ou radioterapia. Sua realizacdo esta indicada em situacdes em que se almeja
utilizar doses altas de tratamento mielotoxico para o controle de neoplasias; ou
guando ha necessidade de substituir a prépria célula hematopoiética doente (nos
casos de hemoglobinopatias, por exemplo)(1). A célula tronco hematopoiética
pode ser proveniente do préprio paciente, sedo chamado Autélogo (Auto-TCTH);
ou de outra pessoa, no Transplante Alogénico (Alo-TCTH).

Nas duas formas de transplante, o paciente permanece por um tempo
médio de 14 a 28 dias em aplasia medular, ocasido em que esta mais
imunossuprimido devido a neutropenia e linfopenia intensa. Nesse periodo,
maior preocupacdo estd nas infeccbes bacterianas e flngicas. E necessaria
implementacdo de protocolo de cuidados em pacientes neutropénicos, com
tratamento precoce de infeccdes e utilizacdo de antimicrobianos profilaticos(2).

Apés a enxertia, detectada pela permanéncia de 02 dias consecutivos
com contagem de Neutréfilos maior que 500/mcL, o risco de infec¢édo bacteriana
reduz substancialmente. Mas devido a laténcia para normalizacdo das
contagens de linfocitos, a imunossupressédo persiste por mais tempo. Esse
quadro é mais intenso no Alo-TCTH devido a utilizacdo de medicacbes
imunossupressoras, especialmente a ciclosporina. Mas mesmo no Auto-TCTH,
a completa recuperacéo das contagens dos linfocitos T CD4+ pode levar cerca
de 02 anos (3). Além da reducdo numérica, ha também estreitamento da
diversidade dos Receptores de Células T, o que contribui para imunossupressao
desse periodo(4).

O numero de linfocitos B costuma se reestabelecer mais rapidamente
que os linfécitos T, demorando cerca de 01 ano(5). No entanto, a destrui¢cdo dos
linfécitos de memoria pela quimioterapia e/ou radioterapia pré-transplante leva
ao desaparecimento de imunoglobulinas especificas contra patdégenos, as quais
S0 voltardo a atingir niveis protetores ap0s reexposi¢ao ou vacinagao(6).

No Alo-TCTH especificamente, a ocorréncia da Doenca do Enxerto
contra Hospedeiro (DECH), leva a um estado de imunossupressao ainda mais

intenso e prolongado. Nela, os linfécitos provenientes do doador orquestram uma
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agressao imune aos tecidos do receptor. Como consequéncia, 0S mecanismos
contra-regulatérios promovem uma reducdo de resposta a outros antigenos,
incluindo aqueles provenientes de micro-organismos patogénicos(7).

Apoés cerca de 02 anos em pacientes sem DECH (demorando um
pouco mais naqueles com DECH), com a normalizacéo das contagens e funcao
dos linfécitos e finalizagdo do esquema vacinal, o paciente geralmente evolui
com reducdo progressiva no numero de infecgbes secundarias e pode usufruir
de uma vida praticamente normal, sem anti-microbianos profilaticos nem
imunossupressores. Até |a, entretanto, todos esses mecanismos citados acima
contribuem de forma cumulativa, tornando o TCTH a condicao clinica com maior
grau de imunossupressdo conhecida. O manejo de profilaxias, vacinagéo e
tratamento precoce de infeccBes sdo essenciais na conducao desses pacientes.

Desde o inicio da quimioterapia, recomenda-se administracdo de
antifingicos, mais frequentemente o Fluconazol(2), e de profilaxia contra o
Pneumocysti Jiroveci, com Sulfametoxazol e Trimetoprim(8). Para infec¢des por
Herpesvirus 1 e 2 e Varicela-zoster, estd indicado Aciclovir(9). Quanto a
infeccdes tropicais, existe menos consenso sobre a necessidade de profilaxia
especifica (8). Todavia, existe grande preocupacdo com a ocorréncia de
Leishmaniose Visceral (LV) nesses pacientes(10,11), especialmente por que o
namero de transplantes em regiées endémicas vem aumentando(12,13).

A LV é uma doenca sistémica crénica causada por protozoarios do
género Leishmania. E endémica nas regifes tropicais da Asia, leste da Africa,
Bacia Mediterranea e América do Sul(14). No Brasil, ocorre principalmente no
Nordeste(15), e esta associada a pobreza(16), desnutricdo(17) e mas condicbes
de moradia(18).

A transmissdo é feita por mosquitos do género Phlebotomus na Asia
e Mediterraneo e pelo género Lutzomiya na Ameérica do Sul(19). A distribuicdo
geografica do vetor justifica parte da epidemiologia da doenca. No entanto,
quando se avalia a populagdo acometida dentro da area endémica, verifica-se
gue a maior parte das pessoas infectadas sao capazes de gerar uma resposta
imune e resolver a infec¢cado espontaneamente(20). Nesses casos, a detec¢céo da
infeccdo se faz apenas pela positividade teste de intradermorreacao a antigenos
de Leishmania (teste de Montenegro) ou pela positividade soroldgica(21).

Além da infeccao assintomatica, uma parcela de pacientes expostos

pode desenvolver um conjunto de sintomas inespecificos, em uma forma


https://www.google.com.br/search?q=Pneumocysti+Jiroveci&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj44ti017LbAhWEjpAKHW-hA-UQkeECCCUoAA
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classificada como oligossintomatica. Ja na forma classica e sintomatica da LV,
conhecida como Calazar, a doenca se manifesta como uma
hepatoesplenomegalia febril, associada muitas vezes com sintomas respiratérios
e digestivos(17). O hemograma revela pancitopenia, e o estado de ativacdo
imune se reflete em producdo de anticorpos policlonais, detectados com
aumento da dosagem de gamaglobulinas(22).

Diversos fatores estdo associados ao desenvolvimento das formas
sintomaticas apos infeccdo, desde viruléncia da cepa, até o perfil genético do
paciente(23), passando por interacbes complexas entre o patdgeno e a resposta
imune. Em modelos animais, estd bem documentado que o controle da doenca
se inicia com a secrec¢do de interleucina-12 pelas células dendriticas, seguido
pela producdo de Interferon-gama pelas células Natural Killers. O Interferon-
gama, agindo sobre os linfécitos TCD4+, promove um padrao de resposta do tipo
Thl, capaz de estimular a producdo de Oxido nitrico e formas reativas de
oxigénio nos lisossomos dos macrofagos, que em Ultima andlise sdo os
responsaveis pela destruicdo das formas amastigotas de leishmania presentes
nos tecidos(22).

Interferéncias nesse processo podem levar a um ambiente permissivo
a proliferacao da leishmania, culminando com o adoecimento. Isso é muito bem
exemplificado e pacientes coinfectados com o virus HIV. Neles, a deplecédo de
linfécitos CD4+ esta associada a um estado de hiperativacao de resposta do tipo
Th2. Nesse caso, diferentemente do encontrado no Thl, a infeccdo pela
leishmania desencadeia a secrecdo de outro conjunto de citocinas, incluindo
grande quantidade de interleucinas 4 e 10, que direcionam a resposta a
producado de anticorpos ndo protetores(24). Como resultado, pacientes com HIV
tem formas agressivas e reincidentes de calazar.

E natural extrapolar esses achados do HIV para outras formas de
imunossupressdo em que encontramos reducdo numérica ou funcional de
linfécitos T decorrente do uso de corticosteroides, imunossupressores ou
quimioterapia. Os pacientes submetidos a TCTH em especial, com a ja citada
intensa imunossupressado multifatorial, constituem um grupo de altissimo risco
tedrico ao adoecimento por Leishmania.

Apesar disso, relativamente poucos casos de Calazar no contexto do
TCTH foram publicados até o0 momento. Inexistem estudos epidemiolégicos no

assunto. Todas as publicacdes disponiveis sao revisbes(25) ou relatos de
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casos(10,26,35,36,27-34). Totalizando 14 pacientes, é um numero
surpreendentemente pequeno quando se considera os mais de 65 mil
transplantes realizados anualmente no mundo(12). Além disso, quase todos 0s
relatos sdo de paises europeus. Apenas 01 publicacdo foi de um centro
brasileiro(31), onde a incidéncia de Calazar na populacao geral é 04 vezes maior
que na bacia mediterranea(14), sugerindo fortemente a ocorréncia de
subnotificagao.

Por outro lado, pacientes submetidos a TCTH em areas endémicas
sdo submetidos a uma grande gama de modificacdes no estilo de vida(37)(38).
Recomendacdes pensadas para evitar outras complicagbes, como reduzir
exposicao ao sol usando roupas cobertas, evitar trabalhos ao ar livre e melhorar
as condicdes de moradia, podem proteger do contato com o mosquito vetor.

Também, as formas de interacdo entre a leishmania e a resposta
imune de receptores de TCTH nunca foi estudado. O padrdao de recuperacao
imune do paciente transplantado esta sujeito a muitos fatores confundidores,
como DECH, neoplasia concomitante e outras infec¢cdes oportunistas. Soma-se
aisso o fato do TCTH ser um procedimento relativamente novo(39). Disso resulta
que a imunidade pos-TCTH é ainda uma area de estudo incipiente, mas
extremamente promissora. Assim, é possivel que, mesmo imunossuprimido e
susceptivel a uma grande variedade de infeccdes, o paciente submetido a TCTH
consiga montar uma resposta frente a infecgdo por Leishmania semelhante ao
que ocorre em individuos imunocompetentes.

Neste estudo, analisamos o0s registros hospitalares de um servigco de
TCTH sediado em uma regido altamente endémica para LV visando responder
a primeira das nossas hipoéteses, de subnotificacdo. Alguns dos pacientes foram
selecionados e seguidos, permitindo quantificar as modificagdes nos habitos de
vida (segunda hipétese) e observar a possibilidade de resolugcéo espontanea da
infeccdo assintomatica (terceira hipotese). Por fim, utilizando uma técnica
desenvolvida em pacientes imunocompetentes, avaliamos o padréo de resposta
dos linfécitos T dos pacientes transplantados frente aos antigenos de

Leishmania.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Entender os efeitos da exposicdo de pacientes submetidos a
Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas a um ambiente de grande

endemicidade e com transmissao ativa de Leishmania infantum.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar a incidéncia de formas sintomaticas de leishmaniose
visceral em pacientes transplantado em area endémica.

Investigar se pacientes transplantados em area endémica modificam
aspectos epidemiologicos que podem o0s tornar menos expostos a0 mosquito
vetor.

Buscar casos assintomaticos ou oligossintomaticos de leishmaniose
visceral.

Avaliar prospectivamente a taxa de adoecimento em pacientes
assintomaticos.

Estudar o padrdo de resposta imune dos pacientes transplantados
guando submetidos a estimulo com antigenos de Leishmania e compara-lo com

pacientes imunocompetentes.
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3. JUSTIFICATIVA

As infeccdes oportunistas figuram entre as principais causas de 0Obito
em pacientes submetidos a TCTH. A atividade de pesquisa essa area, visando
diagndéstico mais precoce e tratamento mais efetivo, € intensa. Entretanto, esses
estudos se concentram em paises desenvolvidos, com incidéncia de patégenos
que nao devem refletir com propriedade o0 que ocorre em paises em
desenvolvimento. Mesmo quando entidades brasileiras  publicam
recomendacdes de manejo para esses pacientes, usam como parametros os
estudos realizados fora do pais. A LV, por se concentrar em paises tropicais com
pouca producdo cientifica e figurar entre as doencas negligenciadas, pode estar
sendo subestimada. Uma evidéncia disso € a auséncia de estudos
epidemioldgicos sobre esse assunto. Dessa forma, pessoas transplantadas em
area endémica podem estar susceptiveis ou mesmo indo a ébito em decorréncia
do subdiagnéstico.

O desenvolvimento de pesquisas em doencas mais prevalentes em
regides tropicais permite a mensuracdo do tamanho do problema e dao
fundamentacdo para medidas preventivas que possam se fazer necessarias.
Além disso, dada a complexidade da resposta imune do paciente transplantado
e dos mecanismos patogénicos da Leishmania, a conhecimento adquirido com
0 estudo dessa associacdo podera trazer informacdes relevantes para outros

tipos de infec¢bes oportunistas.
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4. METODOS

4.1. Anélise do banco de dados

O estudo foi conduzido com pacientes transplantados na cidade de
Natal, capital do estado do Rio Grande do Norte (Nordeste do Brasil), uma area
altamente endémica para Leishmaniose Visceral (LV)(40). O Unico centro de
transplantes de células tronco do estado iniciou atividades em 2004 e vem em
crescimento constante desde ent&o. Os registros de transplantes sdo mantidos
por recomendacao do Ministério da Saude e contém informacfes como data de
nascimento, sexo, procedéncia, data do transplante, doenca de base, tipo de
doador e data do Obito. Além disso, o diagnéstico de LV é de notificacdo
compulsoria no Brasil desde 1992. Informacdes sobre comorbidades, como
cancer, ou co-infec¢cdes também séo relatados e estdo disponiveis no banco de

dados do Ministério da Saude.

4.2. Selecéo de pacientes para estudos de corte e seguimento

NO6s também realizamos um estudo de corte com pacientes
transplantados ap6s o ano de 2009, excluindo individuos com menos de 02 anos
desde o transplante, levando a uma populacdo de N=138 pacientes vivos do total
de 337 na populacao alvo. Utilizando amostra aleatdria simples, pelo critério de
retorno ao sistema, incluimos uma amostra final de 70 individuos transplantados.
Em adicdo, nos incluimos 03 outros pacientes transplantados antes de 2009.

Os pacientes foram convidados a participar do estudo quanto
retornavam as suas consultas de seguimento poés-transplante. Apos
consentirem, eram entrevistados sobre seu quadro clinico, condi¢cdes de moradia
e habitos de vida atuais e pré-TMO. Amostras de sangue foram coletadas. Dados
técnicos sobre o TCTH, como doenga de base e tipo de doador, foram captados
do prontuario do paciente. Aqueles que completaram 06 meses apés a inclusédo
no estudo foram reavaliados. O esquema de selecdo de pacientes do banco de
dados, estudo de corte e seguimento estdo na Figura 1.
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Analise Banco de Dados (n=337)

a)  Ppacientes Transplantados 2009-2016 ‘

Obitos(n=156)

b) Pacientes vivos em setembro 2017
(n=181)

Pacientes com menos de 02
anos de transplante(n=43)

avaliacdo clinica e laboratorial

c) Pacientes Elegiveis para ’
(n=138)

Pacientes transplantados Pacientes ndo incluidos
antes de 2009(n=03) (n=68)

clinicae laboratorial

‘ d) Pacientes incluidos para avaliacdo ’
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Figura 1 — Fluxograma de Inclusdo. Foram retrospectivamente avaliados
dados dos 337 pacientes transplantados entre 2009 e 2016 para formas
sintométicas de LV(a). Cento e cinquenta e seis deles faleceram, resultando em
181 paciente vivos (b). Como 43 pacientes foram transplantados ha menos de
02 anos da avaliacdo, restaram 138 elegiveis (c). Selecionamos 70 desses
pacientes para estudo de corte, e adicionamos 03 pacientes transplantados
antes de 2009 (d). Sessenta e cinco desses pacientes foram seguidos por uma

mediana de 15 meses (e).

4.3. Deteccdo de infeccéo pela Leishmania infantum

Anticorpos anti-Leishmania foram rastreados por ELISA usando duas
fontes de antigenos previamente descritas(41). Na primeira, os antigenos foram
preparados de um lisado de Leishmania infantum isolado de um paciente com
LV de Natal, previamente tipado em um laboratério de referéncia para a
Organizacdo Mundial de Saude (Dra. Elisa Cupolillo, Fiocruz, Rio de Janeiro,
Brasil). No outro caso, usamos antigeno K39 recombinante gentilmente cedido
pela Infectious Disease Research Institute, (IDRI, Seattle, WA, EUA). Cada
amostra de soro foi testada em duplicatas. O Aa4os foi determinado usando o leitor
de placas Asys Hitech GMBH (Eugendorf, Austria). O ponto de corte utilizado foi
a média mais 03 desvios padrdes da absorbancia de controles negativos. Os
soros dos controles negativos foram obtidos de residentes em éareas néao

endémica para Leishmaniose visceral ou cutanea.
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O DNA dos pacientes foi extraido do sangue total, e o DNA controle

obtido de individuos de uma regido ndo endémica(42). O DNA do parasita foi
amplificado por reacdo de polimerase em cadeira quantitativa da regido
conservada de multicopia dos mini circulos de DNA do cinetoplasto da
Leishmania infantum (kDNA)(15). Reacbes duplicadas foram realizadas no
termociclador ABI 7500 (Waltham, MA, EUA). O numero de parasitas de cada
amostra foi calculado segundo uma curva padréo gerada de DNA extraido de um

namero conhecido de promastigotas L. infantum.

4.4. Reconstituicdo Imune

A quantificacdo de linfécitos TCD4+ e TCD8+ foi estimada com
reagente BD Tritest™ e analisado no citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Bioscience, EUA). A deteccdo de valores baixos de linfocitos foi baseada na
referéncia disponibilizada no Kit.

O diagnéstico e graduacdo da Doenca do Enxerto contra Hospedeiro
(DECH) foi realizada de acordo com as recomendacdes do National Institute of
Health(43). Para fins de simplificacdo, Mieloma Mudltiplo ativo foi considerado
apenas em pacientes com citopenias ou outras manifestacbes clinicas

compativeis com a doenca.

4.5. Resposta ao estimulo com antigenos de Leishmania

Foram coletados 8 ml de sangue de cada participante em tubos
contendo heparina como anticoagulante. O sangue foi dividido em 4 partes de
2mL cada, e incubado por 18h com Fitohemaglutinina (PHA), Antigeno Solavel
de Leishmania (SLA), toxina tetanica e meio (controle). O ambiente de incubacéo
foi controlado para permanecer a 37°C, com CO:2 a 05%.

Apés periodo de incubacao, foi adicionado 6mL de tampé&o de lise de
células vermelhas em cada aliquota e mantido por 20 min a 4°C. Seguiu-se
centrifugacéo a 2851 x g por 15min a 10°C. A etapa de lise de células vermelhas
foi realizada duas vezes para a obtencdo das células brancas. O pool de células
brancas foi lavado com 10mL de PBS-Azida 0,1% centrifugado a 754 x g por 10
min a 4°C. O pellet de células brancas foi ressuspenso em 400mcL de PBS-BSA
(0,5%). A suspensao celular foi dividida em 100mcL por tubo cénico de
polipropileno de 5 ml (BD) e incubado com anticorpos monoclonais segundo
desenho experimental mostrado no quadro 1. Apos a incubacéo por 30 minutos

a 4°C, as células foram lavadas em PBS por centrifugacao (754 xg, 10 minutos
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a 4°C) e ressuspensas em PBS contendo 1% de formaldeido (Sigma). As células

entdo foram fixadas por 15 minutos em temperatura ambiente, e apds a fixagéo,

foram lavadas em PBS por centrifugacao (754 x g, 10 minutos a 4°C). Por fim, o

pellet contendo as células marcadas e fixadas foram ressuspensas em 200mcL

de PBS e armazenadas a 4°C até o momento da aquisi¢cdo em citbmetro de fluxo
BD Canto Il.

Os resultados dos pacientes pos-TCTH foram comparados com

controles saudaveis e com pacientes em recuperacao de Leishmaniose visceral.

Quadro 1 - Painel de anticorpos para determinacdo de ativacao,

senescéncia, anergia e exaustao

FITC PE PE-Cy5 | PE-Cy7 | APC | APC-Cy7
Ativacao CD38 | HLA-DR CD4 CD3 CD8
Senescéncia,
anergia e | CD57 CTLA4 PD1 CD4 CD3 CD8
exaustao

FITC = Isocianato de fluoroceina; PE = Ficoeritrina; APC = Aloficocianina; Cy = Cianina

4.6. Analise estatistica
O erro amostral foi determinado a posteriori, estimando a taxa de
infeccéo por Leishmania infantum na populacéo de estudo para um intervalo de

100(1-a)% usando a féormula:

-2 (1) o

Onde p é a proporcéo de individuos infectados por Leishmania na
amostra e Za € 0 percentual correspondente da curva normal padréo. De acordo
com essa formula (1), com 90% de certeza, o erro padréo estimado da amostra
desse estudo com p = 12,4% ndo foi maior que 5%, denotando um poder
adequado do esquema de amostragem.

O teste-t foi utilizado para amostras independentes ou dependentes
de acordo com o caso. A comparagado dos pesos corporais pré e pos-transplante
das criangas e adolescentes com menos de 18 anos (04 pacientes) foram
excluidas da analise por ndo estar necessariamente relacionada ao status
nutricional da mesma forma que no adulto. Comparac¢des de distribuicées ou
proporcdes entre pré e pos-transplante e a associagdo entre a sorologia para
Leishmania e qPCR foram avaliadas usando teste Qui-quadrado de McNemar
para dados pareados comparando a discordancia do primeiro tipo, na, com o total
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de discordancia, np, em cada teste. A hipétese de propor¢cdes ou performances
iguais foi rejeitada quando P.(X? > X?,_,) < a, em um nivel de significancia de

a=5%, onde:

np 12
X2= (|nA_7 _E)/(n_p (2)

Para o teste sorolégico de Leishmania, a taxa de concordancia, r, =

1-— "D/n, também foi calculada. A comparagcédo do tempo de seguimento entre
os individuos incluidos ou néo foi realizada usando o teste de Mann-Whitney
para grupos independentes devido a auséncia de normalidade. Diferencas entre

a renda familiar foram calculadas com o teste do sinal.

4.7. Infeccdo Assintomatica por Leishmania em individuos
transplantados e saudaveis

Comparamos os dados previamente publicados sobre infeccéo
assintomatica por Leishmania em nivel comunitario(15) com os coletados neste
estudo. A hipétese principal testada foi que havia uma baixa incidéncia de formas
assintomaticas de leishmaniose em pacientes transplantados de medula quando
comparado aos individuos residindo na mesma area geografica(15). No estudo
anterior, a selecdo de moradias e seus individuos na comunidade estudada foi
baseada em uma aleatorizacdo de domicilios levando em conta uma distancia
de 300m, que é o alcance estimado do mosquito vetor. A hipétese estatistica Ho:
pl = p2 versus Hi: pl < p2 foi avaliada pelo teste-t unicaudal de grupos
independentes para o qual a estatistica com corre¢do para populacdes finitas €

dada por:

P Prba 3)
S R Y

Onde p, e p, séo as taxas estimadas nas amostras dos 02 estudos, n1
e n2 o tamanho de suas amostras e N1 e N2 o tamanhos de suas populagtes,
respectivamente. Ho é rejeitada ao nivel de a se B.(t < X2 1,,-21-4) < @.

Todas as decisOes feitas nos testes estatisticos foram baseadas em
um nivel de significancia de 05% utilizando software SPSS, versédo 20 (IBM,
USA).
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4.8. Consideracdes Eticas
O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
da UFRN (CAAE 12584513.1.0000.5537). Todos individuos incluidos no estudo,

OU seus representantes legais, assinaram termo de consentimento.
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5. ARTIGOS PRODUZIDOS
O Artigo “Leishmania infantum infection in Hematopoietic Stem Cell
Transplanted Patients in a Visceral Leishmaniasis Endemic Area in Brazil” foi
aceito para publicacdo no peridédico Plos Neglected Tropical Diseases, que
possui fator de impacto 3,885 e Qualis A2 da CAPES para a area Medicina Il.
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Abstract

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) procedures are increasing in endemic
areas for human visceral leishmaniasis (VL) in Brazil and elsewhere. In addition, the
number of VL cases is increasing in immunosuppressed individuals and these cases
tend to present a higher case-fatality rate. We reviewed the registry of HSCT subjects
in a highly VL endemic area in Northeast Brazil and performed a cross sectional study
to determine their rate of Leishmania infantum infection. Among the 337 subjects
transplanted in the state of Rio Grande do Norte, between 2009 and 2016, there were
no prior VL cases associated with the transplant. We studied 73 (21.6%) individuals
who were over 2 years after HSCT. Twelve of 73 (16.4%) had positive anti-Leishmania
antibodies and 11 of 66 (16.6%) tested positive when using Leishmania gPCR assay.
After a median follow up of 16 months, none progressed to VL and they became anti-
Leishmania antibody negative. We conclude that transplanted subjects residing in VL
endemic areas can frequently become infected with Leishmania. Although none
progressed to active disease, it would be wise to follow up those individuals since
there is a risk of Leishmania persistence and eventual risk of VL due to the post-

transplant management therapy.



39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

Author Summary

Visceral leishmaniasis (VL), also known as kala-azar, is caused by species of
the Leishmania donovani complex. The pathogen is mostly transmitted by sand fly
bites, but also by other routes. Poverty is usually associated with increased risk of
Leishmania infection and VL development. Recently people with immune disorders,
especially those with HIV, are at greater risk of developing VL. Hematopoietic Stem
Cell Transplantation is an aggressive treatment recommended for hematological
diseases, such as leukemia. To perform the transplant, a reset of the patient's immune
system is required. Thus, Hematopoietic Stem Cell Transplantation is a condition that
temporarily leads to one of the greatest reductions in the immune response. With the
increase in the number of transplants performed in VL endemic regions, there is a risk
of VL among transplanted individuals. In this study, although 21 of 73 (28.7%)
hematopoietic transplanted patients had signs of Leishmania infection, none
developed VL. Although none of the subjects developed symptomatic VL, there is still
a need for further follow up of transplanted individuals residing in endemic area for VL,
since Leishmania can persist for years, and these subjects may maintain some
immunosuppression because of the specific therapy for managing post-transplant

phase.
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Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic systemic disease mostly occurring in
endemic in regions of Asia, East Africa, the Mediterranean Basin and South America
[1]. The disease is caused by infection of protozoa of the Leishmania genus [2]. VL
has been historically associated with malnutrition and lower social income [3-5].
Asymptomatic Leishmania infection is high, and only a minority of infected people
develop VL. Leishmania is now considered an opportunistic pathogen, especially in
people co-infected with HIV [6-9]. More recently about 10% of the VL cases in Brazil
are HIV-coinfected [10]; but VL has also increased in other settings of
immunosuppression, even in non-tropical countries, such as neoplasms or immediate
transplants [11-14].

Most reports of VL in transplanted subjects come from kidney grafts [15], since
this is a procedure more common in VL endemic areas, and few are in the context of
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) [16]. Those reports are almost
exclusively from Europe [17-25]. Only 1 publication is from South America [26], where
VL incidence in the general population is 4 times greater than in the Mediterranean
basin [1]. In addition, there is a concern of an increased VL risk in subjects using
biologicals such as anti-TNF inhibitors in VL endemic areas of India and Brazil, but
also in other regions such as Mediterranean Europe [18,27].

It is known that immunocompetent individuals in areas endemic for VL are
frequently infected by Leishmania, [3,28—-30] but they evolve with self-resolution, with
infection only being detectable by serological screening, PCR analysis, or by the
Leishmanin skin test also known as the Montenegro test [31,32]. In the past, one in
six Leishmania infected children in Brazil developed VL [33], apparently there has

been a decrease in VL development [34], although Leishmania transmission still
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occurs. However, there is evidence that Leishmania can persist for years after
infection and subjects can develop VL when there is an eventual loss of immunity [35].
Conversely, transplanted patients undergo a whole range of recommendations
concerning their lifestyle that can result in decreased risk of vector exposure, which in
turn decreases the risk of infection by vector-borne pathogens [36].

Organ and cell transplants have increased in Brazil in the last 30 years and
many of subjects residing in VL endemic areas undergo transplant [37,38]. Our
hypothesis was that these transplanted individuals were at lower risk of Leishmania
infection due to decreased exposure to sand flies. In this study, we addressed the risk
of Leishmania exposure, determined the rate of Leishmania infantum infection in a
cross-sectional sample and performed a follow up of the HSCT subjects. We also
evaluated the incidence of symptomatic VL by performing a retrospective analysis of
HSCT patients, considering all subjects who underwent transplant since the
introduction of the program in Natal, Brazil.

Methodology
Database Analysis - Population and Sample

This study was conducted in Natal, state of Rio Grande do Norte (Northeastern
Brazil) by studying subjects from a HSCT program. The state of Rio Grande do Norte
is highly endemic for VL [34,39]. The only transplantation unit of the state was opened
in 2004. Transplant records are maintained by the Ministry of Health and contain
information such as date of birth, sex, place of residence, date of transplantation,
underlying disease, type of donor, and date of death. Conversely, VL records are also
maintained by the Ministry of Health since 1992 and information on co-morbidity, such
as cancer, or co-infections in VL cases are also reported and available through the

Ministry of Health database. Inclusion criteria for the HSCT analysis was subjects
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transplanted in in Rio Grande do Norte state after 2009, yielding a target population of
337 individuals. This target population was studied to determine whether any had
developed VL.

Subject Selection for cross sectional and follow up

We also performed a cross sectional study excluding subjects with less than 2
years since transplant, yielding a sample of N = 138 living patients of the 337 target
patient population, from which a simple random sample (SRS), by the return criterion
to the system, resulted in a final sample of 70 transplanted subjects. In addition, we
included 3 other patients transplanted before 2009.

Subjects were invited to participate in this study when they came to their
appointments for the transplant follow up. After consenting, they were interviewed
about their clinical status, living conditions, and current and pre-transplant life habits
and a blood sample was collected. Technical data on the transplant procedure, such
as underlying diseases and donor type, were taken from the patients’ chart. Patients
completing at least 6 months since enroliment in our study, were re-evaluated. The
overall database and flow chart of subject selection is shown in Figure S1.

Detection of Leishmania infantum infection

Anti-Leishmania antibodies were screened by ELISA using two sources of
antigens as previously described [40]. In the first method, antigen was prepared from
soluble Leishmania infantum promastigote lysate (SLA), of a Leishmania isolate
obtained from a patient with VL from Natal, previously typed in the World Health
Organization reference laboratory (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil). Recombinant K39
antigen, kindly provided by the Infectious Disease Research Institute (IDRI, Seattle,
WA, USA) was also used. Each serum sample was tested in duplicate. The Asos was

determined using an Asys Hitech GMBH (Eugendorf, Austria) plate reader. The cut-
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off used was the mean plus 3 standard deviations of the absorbance of negative
controls. Negative control sera were derived from residents of areas non-endemic for
VL or cutaneous leishmaniasis.

DNA was extracted from whole blood and control DNA was extracted from
individuals from a non-endemic region [41]. Parasite DNA was amplified by
guantitative polymerase chain reaction (QPCR) directed against the multicopy
conserved region of the kinetoplast DNA mini circles of Leishmania infantum (KDNA)
[41]. Duplicate reactions were performed on an ABI 7500 thermal cycler (Waltham,
MA, USA). The number of parasites in each sample was calculated based on a
standard curve generated from DNA extracted from a known number of L. infantum
promastigotes.

Immune Recovery

CD4+ and CD8+ T lymphocyte quantification was estimated by BD Tritest Kit
and analyzed using a FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, USA). The
detection of lower values of CD4+ T lymphocytes was based on the reference provided
in the (CD4+ <410/mm3, CD8+ <190/mm3) Kit.

The diagnosis and rating of Graft versus Host Disease (GvHD) was made based
on the National Institutes of Health (NIH) guidelines [42]. For simplification purposes,
active myeloma was considered only in the patients with cytopenia or other clinical
manifestations compatible with the disease.

Statistical Analysis

The sampling error was determined posteriori by estimating the rate of

Leishmania infantum infection in the study population for an interval of 100 (1-a) %

using the formula:

=2, B (11 @
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Where p is the proportion of the Leishmania infected subjects in the sample and
Z, is the corresponding percentile of the standard normal curve. According to this
formula (1), with 90% certainty, the estimate sampling error of this study was p =
12.4% was not greater than 5%, denoting an adequate power of the sampling scheme.

The t-test was used for independent or dependent samples according to the
case. The comparisons of means for discrete or continuous variables with normal
approximation, such as children and adolescents under 18 years old (4 patients), were
excluded from the pre- and post-transplant evaluation of the body weight analysis.
Comparisons of distributions or proportions between pre- and post-transplant and the
association between Leishmania serology and gPCR was evaluated using the
McNemar’s Chi-Square test for matched-pair data comparing discordance of the first
type, na, with the total of discordance, np, in each pair test. The hypothesis of equal
proportions or equal performance was rejected when PT(X2 >Xf1_a) <a, at a

significance level of a=5%, where

¥2 = (|”A -7 ‘i)/(n_D) (2)

For Leishmania serological tests, the concordance rate, r, =1 — nD/n was also

calculated. A comparison of follow-up time between subjects who were included and
non-included was performed using the Mann-Whitney test for independents groups for
lack of normality. Differences in familiar incomes were compared with sign test.
Asymptomatic Leishmania infection in transplanted and healthy individuals
This comparison was performed considering the results of data previously
published on asymptomatic Leishmania infection at a community level [34] versus the
data collected in this study. The main hypothesis tested was that there was a low

incidence of asymptomatic forms of leishmaniasis in Hematopoietic Stem Cell
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transplanted patients when compared to subjects residing in the same geographical
area [34]. The selection of households and therefore subjects from the community
study was based on the distance of about 300 m, which is the estimate of sand fly
reach. The statistical hypotheses Ho: p1 = p2 versus Hi: pl <p2 were evaluated by a
unilateral t-test for independent groups whose statistics with correction for finite

populations were given by

¢ = D1—P> (3)

J ﬁl(;ﬁl) (1-"1/y,) +[ﬁ2(:l;ﬁz) (1-"2/y,)

Where p; and p, are the samples estimates of the rates in the two studies, n1
and nz the size of their samples and N1 and N2 the size of their populations,
respectively. Ho is rejected to a level a if B.(t < X2 1n,-21-4) < @.

All decisions made in the statistical tests were based on a 5% significance level
using the software SPSS version 20 (IBM, USA).

Ethical considerations

The research protocol was assessed and approved by the Research Ethics
Committee of the Federal University of Rio Grande do Norte (CAAE
12584513.1.0000.5537). All subjects included in this study, or their legal

representatives, signed a consent form.



200 Results

201 Characteristics of Study Subjects

202 Between 2009-2016, 360 transplants were performed on 337 individuals, of
203  which 145 transplants were from a related donor, 55 unrelated, 2 umbilical cord blood,
204 2 haploidentical and 156 autologous. The causes of the transplants were: Multiple

205 Myeloma (82 patients), Acute Myeloid Leukemia (56 patients) or Non-Hodgkin's

206 Lymphoma (55 patients) (Table 1).
207 Table 1 — Characteristics of the study subjects.
Demographic and clinical Clinical and Laboratory
characteristics Total pop. Evaluation (SRS Sample)
Transplanted subjects 337 73
HSCT procedures 360 76
Age at transplant (min-max) 39 (2-73) 40 (6-73)
Gender, male (%) 183 (54.3) 40 (54.7)
Diagnosis (%)
Multiple Myeloma 82 (24.3) 20 (27.4)
Acute Myeloid Leukemia 56 (16.6) 11 (15.1)
Non-Hodgkin Lymphoma 55 (16.3) 10 (13.7)
Acute Lymphoblastic Leukemia 54 (16.0) 3(4.1)
Chronic Myeloid Leukemia 27 (8.0) 6 (8.2)
Hodgkin Lymphoma 24 (7.1) 8 (10.9)
Aplastic Anemia 16 (4.7) 6 (8.2)
Myelodisplastic Syndrome 12 (3.6) 3(4.1)
Others 11 (3.3) 6 (8.2)
Transplant Donor* (%)
Related 134 (39.8) 31 (42.5)
Unrelated 52 (15.4) 7 (9.6)
Umbilical Cord 2 (0.6) 1(1.4)
Haplo 2 (0.6) 0
Autologous 147 (43.6) 34 (46.6)
Place of residence, Northeast, Brazil (%) 331 (98.2) 73 (100)
Avgrage Time Since Transplant, months 30 (27-131)
(min-max)
208  *In cases of more than 1 transplant, the most recent transplant is described

209
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Of the transplanted subjects, 156 (46.3%) died, none of these subjects had VL.
Among the 181 survivors, none developed VL within the time of our study. Also, the
database of the hospital’s Infection Control Committee reports no cases of
symptomatic VL in transplanted patients since the opening of the HSCT unit in 2004..

Seventy-three patients with 2 or more years post-transplantation were selected
for clinical, epidemiological and laboratory evaluations. However, we analyzed the
overall characteristics of all subjects, included and excluded from this study regarding
sex, age and disease status (Table S1). More related donor transplants were recruited
(42.5 vs 25%, p=0.029), and their median time since transplant was lower (30 vs 54.5
months, p<0.001). There was no significant difference between related and unrelated
transplants. All patients included were from the Northeastern region of Brazil, which is
highly endemic for VL (28) and only 2.5% of those not included were from other
Brazilian regions (p=0.298).

Risk factors for Leishmania exposure prior to and after transplant

There were significant changes in subjects’ rate of exposure to sand flies when
comparing pre- and post-transplant (Table 2). Transplanted patients frequently retired
or came to live on a government pension (9.7% vs 51.7%, p<0.001). They had
improvements in their households as part of routine recommendations of the
transplant team, with residence in houses with brick or concrete ceilings (41.7% vs
84.7%, p<0.001) and ceramic floors, whereas the majority of their previous homes
were only covered with terracotta. They also had less contact with fruit trees (72.2%

vs 59.7%, p=0.035) and to areas where sand fly or other insects could thrive.

Table 2 - Risk factors for Leishmania exposure prior to and after transplant.
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Time to HSCT

Risk factors for Leishmania exposure Pre Post p-value
Retired/Government pension 7(9.7) 37 (51.4) <0.0001
Fruit trees in proximity of the house 52 (72.2) 43 (59.7) 0.03
Ceiling House 30(41.7) 61(84.7) <0.0001
Contact with dogs 42 (58.3) 48 (66.7) 0.24
Contact with hennery 32(44.4) 34 (47.2) 0.75
Contact with garbage 17 (26.4) 16 (25) 1.00
Residence in Rural area 15 (20.8) 15 (20.8) 1.00
Weight (mean, Kg) 65.8 67.4 0.57
Family income, median* 3 3 1.00

* in Brazilian Minimal monthly wage (1 minimal wage = 1,100 reais)

There were no significant changes in other characteristics, such as residence
in a rural area (20.8 vs 20.8%, p=1.00), in apartment (9.7 vs 12.5%, p=0.687), in close
contact with dogs (59.2 vs 66.2%, p=0.332), hennery (44.4 vs 47.2%, p=0.754) or
accumulated litter (26.4 vs 25.0%, p=1.00). The total family income was kept stable
(15 patients had decreased income, 15 had income raised, and 42 did not change,
p=1.00). The adult patients gained an average of 1.6 Kg after the transplant, (p=0.57).
Leishmania infantum infection in transplanted subjects

Of the 73 patients studied, 12 (16.4%, Cl 95%, 8-25%) were found positive for
rk39 serology, and 10 (13.6%, CI 95%, 6-22%) for SLA serology. The results of 3
laboratory tests for Leishmania infection (rK39 and SLA serological tests and
Leishmania PCR) were analyzed for 66 of 73 subjects. There was no difference in the
performance between rK39 and SLA (X? = 0.5000, p = 0.4795), with a concordance
coefficient of rc=0.97. There was also no difference in the results between rK39 and
gPCR (X? = 0.0000, p = 1.0000) for Leishmania, with a concordance coefficient of
rc=0.74. Similarly, there was no difference in performance between SLA and PCR (X?
=0.2667, p = 0.6056) and concordance coefficient rc=0.77.

Asymptomatic Leishmania infection in transplanted versus community healthy

individuals
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There was a lower frequency of Leishmania infection among transplanted
subjects (p = 0.0157) compared to endemic controls. The null hypothesis tested was
that both populations had similar level of Leishmania infection [(p; = 16.4%, n, =
73,N; = 141) and (p, = 24.6%, n, = 345, N, = 90000). Of notice, 21 transplanted
patients were positive on at least one Leishmania test (28,7%, 95% CI: 18-39%), with
some presenting greater than twice the cut-off value (Figure 1).

Figure 1 — Results of anti-Leishmania serology presented as a ratio of
absorbance/cut-off values. Each dot represents one patient. The horizontal line
indicates the cut-off for positive consideration.

There was no significant difference between the serological positivity of
autologous and allogenic transplants (rK39: 17.6 vs 15.4%, p=0.795; SLA: 14.7 vs
12.8%, p=0.815), but the autologous patients had a higher proportion of gPCR positive
patients (27.6 vs 8.1%, p= 0.048). However, none of the 73 patients showed clinical
findings compatible with VL. One patient was reported to have had VL 10 years prior
to the transplant, but the Leishmania serology was negative and there was no relapse
of VL after the transplant.

Table 3 — Proportion of patients with positive anti-Leishmania serology and

gPCR
Method N positive % 95% ClI
rk39 73 12 16.4  08-25
SLA 73 10 13.6 06-22
gPCR 66 11 16.6 07-26

Only 26 patients had performed pre-transplantation Leishmania serology, using
a commercial test made available by the Minister of Health, and two of them were
found positive (7.7%). Those two patients were still Leishmania seropositive when

tested 3.8 and 4.1 years after HSCT.
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Immunological Recovery

Of the 66 patients with CD4+ T lymphocyte counts available, 19 (28.8%)
showed values considered below normal, without significant correlation with type of
transplant (35.5% in auto, 22.9% in allogeneic, p=0.258) or with the Leishmania
serological and PCR positivity (25.0 vs 29.6%, p=0.749 and 24.3 vs 32%, p=0.759,
respectively). Quantification of CD8+ T lymphocytes was available in 63 patients and
was low in only 3 patients (4.7%). The best predictor of CD4+ T lymphocyte recovery
was the time since transplantation, with 48.8% of patients showing low values within
30 months of transplant versus 9.1% of those transplanted for longer periods
(p<0.001).

Among Allo-HSCT patients, neither the use of systemic corticosteroids nor the
presence of GvHD showed correlation with low CD4+ T cells (17.6 vs 31.2%, p=0.438
and 22.2 vs 32.1%, p=1.00, respectively). Chronic GvHD was present in 16 patients
(43.2% of the 37 allo-HSCT evaluated), being 7 mild, 8 moderate and 1 severe. Eight
of these patients were on systemic corticosteroid treatment. One patient used
systemic steroids and had no manifestations of cGvHD at the time of evaluation.
Another 2 patients used immunosuppressants, resulting in a total of 11 patients
(28.2% of Allo-HSCT) using steroids or immunosuppressive drugs. Of the 33
autologous patients evaluated, 5 (15.1%) relapsed of the neoplastic disorder and 3
(9.1%) used corticosteroids at the time of inclusion.

Of the 72 patients evaluated, 21 (29.2%) were still on antimicrobial prophylaxis,
with trimethoprim/sulfamethoxazole, which was more frequent among allogeneic
patients (41.0 vs 15.2%, p=0.016). All the other transplant groups used antimicrobial

prophylaxis for some period after the transplant, varying between 3 and 42 months,
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with a median of 12 months. None of the patients were on fluconazole therapy, but
had taken it between 2 to 26 months post-transplant, with a median of 6 months.
Follow up study

Sixty-five subjects were reevaluated (18 of whom were Leishmania positive),
after a median time of 15 months (ranging from 6 to 20 months) after initial recruitment.
No patient developed clinic symptoms compatible with VL within this time period. Two
patients with multiple myeloma died of disease progression after 10 and 18 months of
the inclusion (40 and 42 months after transplantation). Both had negative Leishmania
serology and gPCR at the time of the first evaluation.

Forty-three of the 65 patients were retested for Leishmania infection. Of those
tested, only two had a positive Leishmania serology. The first one had been positive
Leishmania serology since the pre-HSCT examination and continued to be SLA and
rk39 positive. He remained asymptomatic except for mild GvHD. The other patient
was Leishmania seronegative and Leishmania qPCR positive when first recruited.
When reevaluated after 17 months, this patient was seropositive against both SLA and
rk39. The patient was anemic, and experienced Multiple Myeloma relapse, as

confirmed by bone marrow aspirate and protein electrophoresis.
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Discussion

This is the first study evaluating the prevalence of symptomatic (VL) and
asymptomatic Leishmania infantum infection in HSCT recipients. Previous
publications have addressed this issue through VL case reports [26,27]. The absence
of symptomatic VL in subjects from a transplant unit located in a VL endemic area in
Brazil after more than 10 years of performing transplants is noteworthy. The incidence
of VL is well documented in this area, in addition to asymptomatic Leishmania infantum
infection in both humans and dogs [34]. Studies have shown that the rate of L. infantum
infection can be as high as 40% in this area [43]. Although not all transplanted patients
evaluated in this study were actively investigated for symptomatic VL, bone marrow
aspirates for evaluation of the underlying disease are commonly performed, especially
when they present pancytopenia, which could reveal the presence of Leishmania.

The prevalence of positive serology and Leishmania kDNA found in
transplanted patients was lower than that reported in immunocompetent patients in
this region of Brazil [43]. In a recent survey conducted on HIV patients carried out
during the same period of this study, a slightly higher prevalence (23.6%) of
asymptomatic L. infantum infection was also detected (Alves, manuscript in
preparation). The overall increased level of Leishmania positivity found in our
population is cause of concern, especially when considering the degree of
immunosuppression that subjects undergo due to the transplant, original neoplastic
disorder or for those co-infected with HIV could increase the risk of VL development.

The decision to include in this study only subjects 2 years post-transplant was
based on the observation that 2 years after successful treatment for VL is when
immunocompetent VL subjects become Leishmania seronegative [44]. We could

expect an even shorter period of positivity for non-VL cases, especially if we take into
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account that the transplantation procedure usually causes a reduction in humoral
responses [45]. Although we observed some lifestyle changes after transplantation
which may lead to a lower risk of vector exposure, the presence of anti-Leishmanial
antibodies or KDNA indicated there was Leishmania exposure [40,44].

The probability of a person developing VL after Leishmania infection has varied
over time and is related to several factors, including age, sex [46], socioeconomic
status [47] and genetic background [48,49]. Another factor of growing importance is
the extent of immunosuppression, including that of transplant patients [11]. Although
study patients included for prospective evaluation were already at a later stage of
transplantation, many of them still had significant immunosuppression indicated by low
CD4+ T cell counts, GvHD, corticosteroid use or disease relapse and could potentially
be at increased risk of VL development if infected.

Serological positivity against rK39 in asymptomatic individuals has been shown
to be a good predictor of iliness due to L. donovani infection in India [44,50,51], but
this does not appear to occur with L. infantum in Brazil. In the HIV patients evaluated
by our group, 2 of 268 (0.7% of positive cases) developed VL. In most other studies,
the serological findings, or even the presence of circulating DNA, showed a low
correlation with active disease [52,53]. Although there have been several reports on
development of VL post-transplant [14,54,55], there has also been a report of 4 liver
transplanted subjects in which the graft was shown to be positive for Leishmania by
gPCR but none of the recipients developed VL [55]. Although the number of subjects
identified in our series who were infected with Leishmania was too small to assess risk
of VL development, it shows that at least a portion of them became infected or reactive

to L. infantum after HSCT, but did not progress to symptomatic VL.
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One potential explanation for protection against developing VL, in addition to
the small sample size, is the possibility of cross-prophylaxis. Fluconazole and
trimethoprim/sulphamethoxazole are routinely prescribed to bone marrow transplant
recipients for prophylaxis of candidiasis and pneumocystosis, respectively [56,57].
These drugs are not currently indicated for treatment or prophylaxis of VL, but in vitro
studies [58] and some case reports suggest effectiveness against some forms of
leishmaniasis [59-61]. All the patients evaluated herein used those two drugs for some
period of time post-transplant, as part of standard practice, except for rare cases of
allergy or other intolerance. These drugs could have altered the outcome for those
who had Leishmania infection.

In summary, clinicians should remain alert for the possibility of VL in patients
transplanted in VL endemic areas but also for those who have traveled to endemic
areas and present with fever and pancytopenia, with or without splenomegaly. In this
context, the combination of serology, microscopy, quantitative PCR, and culture for
Leishmania should be considered for assessing those residing in areas endemic for
VL before and after transplant. In conclusion, marrow-transplanted patients in a VL
endemic area are frequently infected with L. infantum and they should have close
follow up as early as the cancer diagnosis is made. It is important to identify people at
risk of VL development, since immune recovery can be longer in the setting of

immunosuppression and risk of death increased once VL develops.
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Supporting Figure

Supporting Figure 1 — Flowchart of studied subjects.

Data from 337 patients transplanted between 2009 and 2016 who were retrospectively
pursued for symptomatic VL, 156 of these were deceased (A); resulting in 181 living patients
(B), with 43 transplanted after 2017, yielding 138 subjects (C); Seventy from these patients
were selected for cross sectional evaluation by consecutive inclusion method and added to 3
other patients transplanted before 2009 (D). Sixty-five of these patients were followed up for
an additional median 15 months (E).
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6. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a avaliar a prevaléncia de Leishmaniose
Visceral e infeccdo assintomatica por Leishmania infantum em pacientes
transplantados de células tronco hematopoiéticas. A auséncia de formas
sintomaticas de LV apds mais de 10 anos de funcionamento de uma unidade de
TCTH em uma &rea de prevaléncia téo alta € notavel. Os pacientes do banco de
dados néo foram ativamente avaliados nesta pesquisa para o diagnostico de
Calazar, mas é improvavel que algum paciente tenha se apresentado com a
forma sintomatica da doenca e que o diagndstico ndo tenha sido feito. Existe um
risco constante de LV, visto que a taxa de transmissdo de Leishmania € alta na
area, com alta incidéncia de infeccdo tanto em humanos como em cées(15).
Além disso, boa parte dos pacientes sdo submetidos a mielograma para
avaliacdo da sua doenca de base, especialmente quando se apresentam com
pancitopenia, o que revelaria as inclusées de Leishmania mesmo que essa néo
fosse uma hipétese diagndstica.

A taxa de positividade sorolégica encontrada nos pacientes
transplantados € menor que em pessoas imunocompetentes nessa regiao(15).
Isso provavelmente é um reflexo indireto das orientacbes dadas aos pacientes
transplantados que visam reduzir exposicdo a outras infecgcbes ou
desenvolvimento de DECH. Baseadas em cuidados sanitarios gerais e reducéo
da exposicao ao sol, essas medidas podem reduzir o contato com 0 mosquito
vetor e, consequentemente, a infeccao.

A decisdo de incluir apenas pacientes com mais de 02 anos de
transplante se baseou no fato de que a sorologia para Leishmania tente a
negativar apos esse periodo em pacientes tratados de formas sintoméaticas da
doenca(15,44). Considerando que avaliamos pacientes assintomaticos, nés
esperariamos um periodo ainda menor de positividade, especialmente quando
levamos em consideracdo que o procedimento de transplante costuma levar a
reducdo dos niveis de varios anticorpos(6). Portanto, a identificacdo de
anticorpos contra o antigeno rK39 indica que houve replicacdo da Leishmania,
apos o transplante, o que é reforcado pela presenca de KDNA circulante uma
proporcao significativa deles. Levando em consideragédo a baixa exposi¢cao ao
mosquito vetor sugerida pela avaliagdo epidemioldgica dos pacientes incluidos,

€ necessario considerar que essa replicacéo pode ter ocorrido por reativacao do
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parasita, e ndo por reinfecdo. No entanto, nosso estudo nao foi desenhado de
forma a ser capaz de responder essa questdo. Em futuras investigacoes, a
associacdo de sorologia direcionada aos antigenos da saliva do mosquito
Lutzomiya sp podera ajudar nessa definicéo.

A positividade soroldgica para rK39 se mostrou um bom preditor do
desenvolvimento posterior de formas sintomaticas da doenga em pacientes
infectados por Leishmania donovani na India(44,45). Mas isso parece nao ser o
caso para a L. infantum. Nos pacientes com HIV estudados pelo nosso grupo
(Alves, submetido), apenas 0,7% dos positivos desenvolveram Calazar. Na
maioria dos estudos, o achado sorolégico, ou mesmo a presenca de KDNA
circulante, estavam associados a uma taxa muito baixa de adoecimento(46,47).
Em um interessante estudo conduzido em receptores de transplante de figado,
nenhum dos 04 pacientes que receberam enxerto hepatico de doadores
positivos para KDNA de Leishmania adoeceu(48). Portanto, o numero de
pacientes seguidos prospectivamente no nosso estudo foi pequeno para detectar
uma baixa incidéncia da doenca. Mas, ainda assim, esse achado prova que pelo
mesmo uma parte dos pacientes que se infectam ou reativam Leishmania
infantum apds o TCTH sao capazes de resolver a infeccdo espontaneamente.

Os fatores que podem ter contribuido para uma baixa incidéncia de
Calazar ainda sdo motivo de especulacdo. Neste estudo, pudemos observar que
os linfécitos dos pacientes transplantados se comportam de forma semelhante
aos pacientes imunocompetentes quando expostos a antigenos de Leishmania
in vitro. Apesar dos pacientes incluidos ja estarem um periodo tardio do
transplante, quando as infec¢cdes secundarias tendem a reduzir, muitos deles
ainda sado considerados imunossuprimidos devido as baixas contagens de
linfécitos TCD4+, DECH, uso de corticoide e doenca hematolégica em atividade.
Além disso, essa possibilidade de protecdo conferida pela reconstituicdo imune
nao justifica a auséncia de casos de Calazar nos pacientes em fase precoce do
transplante (avaliados aqui de forma retrospectiva no registro de transplantes e
nos prontuarios dos pacientes incluidos).

Alguns dos relatos de casos disponiveis, por outro lado, consideram
a possibilidade de um possivel fator desencadeante da doenca nos casos
sintométicos. A reativacdo do Citomegalovirus em receptores de transplantes
alogénicos parece desencadear um estado de ativacdo imune semelhante ao

encontrado no HIV, embora muito menos intenso. Em 04 dos 14 casos de LV
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sintomatica no contexto do TCTH publicados, o autor relatava que o adoecimento
havia sido precedido pela reativacdo do Citomegalovirus(10,29,30,32). Nos
outros casos, nao havia referéncia ao virus, ndo nos permitindo saber se esse
fator havia sido avaliado ou néo.

Mas um fator previamente ndo mencionado nos relatos de casos e
revisbes € a possibilidade de profilaxia cruzada entre a Leishmania e outros
microorganismos mais classicamente pesquisados no TCTH. O fluconazol e a
sulfametoxazol+trimetoprima rotineiramente prescritos visando evitar candidiase
e pneumocistose, respectivamente(2,8), ja foram reportados como possiveis
tratamentos para LV. Embora ndo se constituam os medicamentos de escolha,
alguns estudos in vitro(49) e relatos de casos(50-52) sugerem efetividade.
Todos os pacientes incluidos aqui usaram essas medicacdes por algum periodo
pos-TCTH. E por se tratar de uma rotina na unidade de transplante estudada,
praticamente todos os pacientes transplantados também usaram, exceto por
raros casos de alergia ou outra intolerancia.

Apesar disso, os clinicos devem ainda se manter alerta pela
possibilidade de LV em pacientes transplantados em é&rea endémica, ou
procedentes dessas regides, e que se apresentem com febre, pancitopenia, com
ou sem esplenomegalia. Nessa situacdo, no entanto, a sorologia, ou mesmo o
PCR, ndo se constitui um método diagndéstico confidvel, visto que muitos
pacientes podem apresentar essas alteracbes laboratoriais de forma
assintomatica e os achados clinicos da LV sao frequentemente compartilhados
com problemas frequentes em pacientes transplantados, como recaida ou
infeccdo por outro patdgeno. A identificacdo das inclus6es de Leishmania em
aspirado de medula 6ssea ou em bidpsia continua sendo necessario para

confirmagédo diagndstica nesses casos.
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7. CONCLUSOES

A incidéncia de formas sintomaticas de leishmaniose visceral em
pacientes submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas é baixa
mesmo é areas de grande endemicidade.

Pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco
Hematopoiéticas modificam seus habitos que vida e condigcbes de moradia,
tornando-os teoricamente menos expostos ao mosquito vetor da Leishmaniose
visceral.

A prevaléncia de infecdo assintomatica € inferior a encontrada em
pessoas imunocompetentes.

A sorologia e a PCR para kDNA nao sao bons preditores de
adoecimento, nem possibilitam o diagnéstico de formas sintomaticas da LV de
forma adequada.

Pacientes na fase tardia do TCTH que moram em &rea endémica
frequentemente se infectam ou reativam Leishmania, mas séo capazes de
resolver a infeccdo espontaneamente.

Pacientes na fase tardia do TCTH apresentam padrdes de ativacdo e

exaustao de linfocitos semelhantes a controles saudaveis.
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9.1. Apéndice 1 - Fichade avaliacao clinica e epidemiolégica

10. IDENTIFICACAO PARA CADASTRO NO LAG_IG: O-Inclusio: / /
Nome:
1-Data Nasc.: / / 2-Sexo: 1.M 2.F Fone: () /(
Nome Mae:
Dados Epidemioldgicos ATUAIS:
3 Peso Atual (perguntar ou medir): g
4 Altura Atual (perguntar ou medir): cm
5-Estado: 6-Cidade: Z-Bairro/Distrito:
Nome Log.
Bloco: Apto. 8-Cep: 9-Inicio (aaaa/mm) /
7.1 - Mora em Zona Rural? [0= Nao; 1 = sim]
10-Mora em casa ou Apartamento? [0=casa; 1=apartamento]
11-Em caso de Apartamento, qual andar?
12-A casa é forrada? [0= Nao; 1 = sim]
13-Ha cdes na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]
14-Ha plantas frutiferas na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]
15-Ha galinheiro na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]
16-Ha acamulo de lixo na sua casa ou no terreno vizinho? [0= Nao; 1 = sim]
16.1- Ha esgoto exposto? [0= Nao; 1 = sim]
17 Tempo de residéncia no municipio atual: 1: < 6 meses; 2:6malano; 3:1a2
== | anos 4:2ab5anos; 5:>5anos
18 | Residiu em outros municipios por periodo igual ou superior a 6 meses? 0: Nao; 1=sim
Se sim, Quais?
Municipio UF DE (MES/ANO) ATE (MES/ANO)
19

20-Qual é sua ocupacio?

1. Agricultor 2. Auténomo 3. Diarista 4. Estudante

5. Empregado 6. Industriario 7. Comerciante 8. Desempregado

doméstico

9. Do lar 10. Aposentado 11. pedreiro 12. funcionario
publico

13. Outro
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21 | Renda familiar: 0: sem renda; 1:até 1 Salario Minimos (SM); 2:1a2SM; 3:2,1a3SM,;

4:3,1a4SM; 5:>4SM] 109.NS; 110: NR

Dados Epidemioldgicos ANTES DO TRANSPLANTE:

22 | Pesonaépocado TMO g
23 | Altura na época do TMO cm
24-Estado: 25-Cidade: 26-Bairro/Distrito:

26.1 - Morava em Zona Rural? [0= Nao; 1 = sim]
27 Morava em casa ou Apartamento? [0=casa; 1=apartamento]

28 - Em caso de Apartamento, qual andar?

29-A casa era forrada? [0= Nao; 1 = sim]

30-Havia caes na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]

31-Havia plantas frutiferas na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]

32-Havia galinheiro na sua residéncia ou na do vizinho? [0= Nao; 1 = sim]

33-Havia acimulo de lixo na sua casa ou no terreno vizinho? [0= Nao; 1 = sim]

33.1- Havia Esgoto exposto? [0= Nao; 1 = sim]|

34 | Qual era o seu trabalho?

1. Agricultor 2. Autdénomo 3. Diarista 4. Estudante

5. Empregado doméstico 6. Industriario | 7. Comerciante | 8. Desempregado

9. Do lar 10. Aposentado | 11. pedreiro 12. funcionario publico

13. Outro

35 | Renda familiar: 0: sem renda; 1:até 1 Salario Minimos (SM); 2:1a2SM; 3:2,1a3SM. 4:3,1a4

SM; 5:>4SM] 109.NS; 110: NR

36 Data TMO: | /
37 | Indicagdo do TMO: 1: LMA; 2: LLA; 3: Anemia Aplastica; 4: Linfoma de Hodgkin;
5: Linfoma NAO-Hodgkin; 6: LMC; 7: SMD; 8: Anemia Falciforme; 9: Talassemia;
10: Mieloma Multiplo; 11: Outra:
38 | Tipo: 1: Alogénico Aparentado; 2:Alogénico Nao Aparentado; 3: Autélogo; 4: Sangue de Cordao
39 | Condicionamento: 1: BuCy (16/120 ou equivalente); 2: FluBu (16 ou equivalente); 3: BuMel
(16/140)
4: Cy200; 5: CyTBI (1200); 6: FluCy; 7: FIuTBI; 8: FluMel; 9: Mel200; 10: Mel140; 11:
BEAM
12: Outro ndo-mieloablativo: ;13:0utro Mieloablativo:
40 | Condicionamento usou Timoglobulina (ATG)? [0: Nao; 1: Sim]
41 | Qual Status atual da Doenga de Base? [0: Remissdo; 1: Atividade]
Para LMC: 0 Resp. Citogenética; 1: Resp. Hematoldgica, mantendo Ph1 ou Brc/Abl; 3: Recaida Hemat.
Para Mieloma: 0: SEM manifestacdo Clinica e Hematoldgica; 1: COM manifestagio clinica ou Hematol.
42 | Tem DECH? [0: Nao; 1: DECH Leve; 2: DECH Moderada; 3: DECH grave]
43 | Usando Corticéide? [0: Nao; 1: Menos que 0,5mg/kg/dia; 2: Mais que 0,5 mg/kg/dia]
44 Usando outro imunossupressor/Imunomodulador? [0: Nao; 1: Ciclosporina; 2: Tacrolimus;
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3: Micofenolato; 4: Talidomida; 5: outro ]

45 | Usou Fluconazol apdés TMO? [0: Nao; 1: Até um més ap6s; 2: Dois meses; etc; 99: Uso Atual]

46 Usou Bactrim ap6s TMO? [0: Ndo; 1: Até um més apds; 2: Dois meses ap0s; etc; 99: Uso Atual]

47 | Vacinou para Tétano apds TMO? [0: Ndo; 1: Um més ap6s TMO; 2: Dois meses apds; 3: Trés; etc]

48 | Fez Triplice Viral ap6s TMO? [0: Ndo; 1: Um més ap6s TMO; 12: Um Ano ap6és; 24: Dois anos; etc]

49 | Vocé ja teve Calazar? [0=ndo, 1= sim]

50 Se sim, quando? [Antes dos TMO: -1: Um ano antes, -2: dois anos antes; -3: trés anos antes; etc
Apés o TMO: +1: um apés; +2: dois anos apos; ect]

51 | Alguma pessoa que morava com vocé ou algum vizinho ja teve calazar? [0: Ndo, 1: Sim]

52 Se sim, quando? [Antes dos TMO: -1: Um ano antes, -2: dois anos antes; -3: trés anos antes; etc
Apés o TMO: +1: um apés; +2: dois anos apos; etc]

53 | Hepatomegalia [0: Nao, 1: Sim]

54 | Esplenomegalia [0: Nao, 1: Sim]

10.1. Apéndice 2 - Ativacao e senescéncia linfocitaria

Um total de 19 pacientes consecutivos foram selecionados para
avaliacdo de resposta linfocitaria aos antigenos de Leishmania, sendo 08 com
sorologia positiva e 11 negativa. Em nenhum dos grupos, seja paciente
transplantado, controles saudaveis ou mesmo pacientes recuperados de LV,
pudemos identificar um aumento de ativacdo linfocitaria apdés estimulo com
antigenos de Leishamania (Figura 2). No entanto, a capacidade de expansao

desses linfécitos foi comprovada pela resposta ao PHA.
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Figura 2 — Painel de ativacao de linfécitos T CD4*(A) e Linfécitos TCD8*(B).
Os linfocitos expostos ao estimulo com PHA (P) apresentam uma maior
propor¢éo de ativagdo em relacdo ao ndo estimulado (M). Os niveis basais de
ativacdo dos linfocitos T CD4* (M) em pacientes transplantados com sorologia
negativa (TMO/SLA-) sdo0 maiores que nos pacientes com sorologia positiva
(TMO/SLA+)(painel A). As barras representam o indice de significancia
estatistica. (H/SLA- = Controles saudaveis com sorologia negativa; H/SLA+ =
Controles com sorologia positiva; LVREC = Pacientes recuperados de
leishmaniose visceral; M = incubag¢do com meio; P = incubacdo com ficoeritrina;
S = incubacéo com antigenos soluvel de Leishmania; T = incubac&o com toxina

tetanica).

Por outro lado, pacientes transplantados com sorologia negativa
apresentavam estado basal de ativacdo em linfécitos CD4* maior que 0s
pacientes com sorologia negativa (HLA-DR sem estimulo de pacientes com SLA
negativo 21,7%, pacientes com SLA positivo 8,86%, p=0,02). Essa diferenca se
assemelha ao encontrado em controles saudaveis (HLA-DR sem estimulo em
controles com SLA negativo 9,03%, com SLA positivo 5,6%, p=0,05).

No painel de exaustao/anergia/senescéncia também néo foi possivel
observar modificacao significativa na proporcéo de linfécitos que expressam 0s
marcadores CTLA4 e PD-1 apds exposicdo ao antigeno de Leishmania.
Entretanto, no grupo de pacientes transplantados com sorologia positiva houve
reducdo na expressdo de CD57 apenas nos linfécitos T CD4+ (9,7 vs 8,8,
p=0,03)(Figura 3).
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Figura 3 — Expressao de CD57 em linfécitos T. Os grupos apresentaram
resultados comparaveis, havendo apenas uma reducdo da expressao em
pacientes transplantados com sorologia positiva ap0s exposicado ao antigeno de
Leishmania (painel A, TMO/SLA+ M e S).

Os niveis basais de expressdo de PD-1 nos pacientes recuperados
de LV foram maiores do que os encontrados nos pacientes transplantados
(Figura 4). Quando analisamos o subgrupo de linfécitos T CD8*, também
observamos que tantos os pacientes transplantados quanto os controles
saudaveis apresentam maiores niveis basais de expressdo de PD-1 quando
estdo com sorologia positiva (31,4 vs 8,7 em pacientes transplantados, p=0,002;
48,1 vs 10,7 em controles saudaveis, p=0,007).
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Figura 4 — Painel de anergia de linfécitos T com PD-1. O nimero basal de
linfécitos T CD4* em pacientes recuperados de LV é maior que o encontrado em
pacientes transplantados (painel A, M-LVREC vs M-TMO/SLA+). Essa diferenca
também é observada nos linfocitos T CD8* (painel B). Em linfécitos T CD8*, tanto
pacientes transplantados como os controles saudaveis apresentam uma maior

expresséo de PD-1 quando tem sorologia positiva.
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Figura 5 — Expressdo de CTLA4 em linfécitos T. Todos 0s grupos
apresentaram padréo de expressao semelhante (H/SLA- = Controles saudaveis
com sorologia negativa; H/SLA+ = Controles com sorologia positiva; LVREC =
Pacientes recuperados de leishmaniose visceral); TMO/SLA- = pacientes
transplantados com sorologia negativa; TMO/SLA+ = pacientes transplantados
com sorologia positiva; M = incubacdo com meio; P = incubacdo com ficoeritrina;
S = incubacé&o com antigenos soluvel de Leishmania; T = incubagdo com toxina

tetanica)



	Associador2
	Associador1
	Dissertação Sem Resultados - Redistribuir Contagem de páginas para incluir texto enviado à revista


