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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana € uma doenca infecto-parasitéria,
causada por diferentes protozoarios do género Leishmania, que pertencem a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Antigenos recombinantes vem sendo
desenvolvidos para a obtencdo de uma técnica mais rapida e padronizada para o
diagnéstico da doenca, que ndo dependa do crescimento do parasito. Recentemente,
avaliou-se o desempenho de antigenos recombinantes de Leishmania para o seu
diagnostico sorolégico, quando causada por diferentes espécies de Leishmania,
através de antigenos recombinantes Lb6H e Lb8E. O teste ELISA-rLb6H ainda esta em
fase experimental para o diagnostico, a necessidade de novos estudos com testes
sorologicos utilizando antigeno recombinante (Lb6H) & de suma importancia para
verificar se esse antigeno continua apresentando um bom desempenho de
sensibilidade e especificidade. Desta forma, este estudo propde a avaliacao através da
utilizacdo de ELISA-rLb6H no diagnostico sorologico de rotina para Leishmaniose.
Foram utilizadas 60 amostras de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana
e 31 amostras de individuos saudaveis para testar o ELISA-rLb6H na regido. As
amostras foram avaliadas e foi observado que o antigeno recombinante reagiu com
85% e 77% de sensibilidade e especificidade respectivamente. Além disso, foram
testadas 5 amostras de soro de pacientes portadores Doenca de Chagas e 10 de
Maléria para verificacdo de reatividade cruzada, onde obtivemos uma sensibilidade de
71% e especificade de 73%.

Palavras chaves: Leishmaniose; Diagndstico; Testes sorologicos; ELISA,
Antigenos recombinantes.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis is an infectious and parasitic disease, caused by
different protozoa of the genus Leishmania, which belongs to the order Kinetoplastida and the
family Trypanosomatidae. Recombinant antigens have been developed to obtain a faster and
more standardized technique for diagnosing the disease, which does not depend on the growth
of the parasite. Recently, the performance of recombinant Leishmania antigens for its
serological diagnosis, when caused by different species of Leishmania, was evaluated through
recombinant antigens Lb6H and Lb8E. The ELISA-rLb6H test is still in the experimental phase
for diagnosis, the need for further studies with serological tests using recombinant antigen
(Lb6H) is of paramount importance to verify whether this antigen continues to check a good
performance in terms of sensitivity and specificity. Thus, this study proposes an evaluation
through the use of ELISA-rLb6H in the routine serological diagnosis of leishmaniasis. Sixty
patients with American tegumentary leishmaniasis and 31 healthy individuals were used to
test the ELISA-rLb6H in the region. The prey were evaluated and it was observed that the
recombinant antigen reacted with 85% and 77% sensitivity and specificity respectively. In
addition, 5 serum from patients with Chagas Disease and 10 from Malaria were tested for
cross-reactivity, where we obtained a sensitivity of 71% and a specificity of 73%.

Key words: Leishmaniasis; Diagnosis; Serological tests; ELISA; Recombinant
antigens.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca infecto-
parasitaria, causada por diferentes protozoarios do género Leishmania, que
pertencem & ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (1). E transmitida
aos hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo de fémeas infectadas de
flebotomineos do género Lutzomyia (2,3).

A Leishmania € parasito intracelular obrigatério caracterizado por
apresentar mitocondria Unica, que possui uma porcao rica em kDNA (material
genético mitocondrial), denominado cinetoplasto (4). E considerado parasito
digenético com seu ciclo de vida entre hospedeiros vertebrados e invertebrados.
Apresenta duas formas evolutivas no seu ciclo de vida, que sdo: amastigota e
promastigota (5).

As formas amastigotas, sdo imoveis, ovoides ou arredondadas, né&o
apresentam flagelo livre e sdo encontradas no interior das células do Sistema
Monocitico Fagocitario (SMF), especialmente em macrofagos dos hospedeiros
mamiferos (6,7). As formas promastigotas, sao extracelulares, moveis, compridas,
achatadas, possuem flagelo livre e sédo encontradas no tubo digestivo dos insetos
vetores (8).

O ciclo no humano inicia-se apos a fagocitose das promastigotas pelos
macréfagos dos hospedeiros vertebrados, quando ocorre a transformacédo destas
em formas amastigotas e sua multiplicacdo, havendo entdo o rompimento da célula
e liberacdo dos parasitos que vao infectar outros macréfagos (9). O
desenvolvimento de Leishmania no tubo digestivo do inseto é complexo, as formas
promastigotas passam por varias mudancas até se diferenciarem em formas
infectantes para o hospedeiro vertebrado, que sdo denominadas promastigotas

metaciclicas (10).

1.2 Epidemiologia



A Leishmaniose é uma endemia, negligenciada e subnotificada, que afeta
principalmente popula¢cdes de baixa renda (11). Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), a leishmaniose esta entre as seis doencas infecciosas de maior
importancia no mundo (12). Ocorrem em 98 paises distribuidos em cinco dos seis
continentes e sua notificacdo é compulséria em apenas 30 paises (13). Estima-se
gue anualmente ocorram de 0,2 a 0,4 milhdes e 0,7 a 1,2 milhGes de novos casos
de leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV), respectivamente,
sao detectados no mundo (12,14).

A LT é amplamente distribuida, com 1/3 dos casos ocorrendo nas
Américas, Bacia do Mediterraneo e na Asia (8,15). Nas Américas, a incidéncia
estimada varia de 187.200 a 307.800 casos, dos quais aproximadamente 30.000
casos ocorrem no Brasil (8).

O Brasil representa area endémica de maior extenséo territorial e um dos
paises com as mais elevadas taxas de notificacdo da LT (12). Além disso, a doenca
tem sido confirmada em todos os estados brasileiros (13,14). Segundo dados do
Ministério da Saude do Brasil, no ano de 2015, somente a regido metropolitana de
Manaus registrou um numero de casos de LT (8.939 casos) superior as regides
Nordeste, 5.152, Centro-Oeste, 2.937, Sudeste, 1.762, e Sul com 493 (8,12).

A leishmaniose é classificada de acordo com a regido em que ocorre, 0
“Novo Mundo” (As Américas) ou o “Velho Mundo” (Africa, Asia, Europa) (12). As
espécies do subgénero Viannia estdo presentes apenas no Novo Mundo, enquanto
gue as espécies do subgénero Leishmania estdo presentes tanto no Novo Mundo
guanto no Velho Mundo (8).

No Brasil sdo identificadas sete espécies de Leishmania responsaveis pela
doenca humana, e mais de duzentas espécies de flebotomineos que transmite a
doenca (5). A forma cutédnea é causada por Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis e, mais
raramente, pela Leishmania (Viannia) laisoni, Leishmania (Viannia) naiffi,
Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi (8). Cada espécie
apresenta particularidades com relacdo as manifestacbes clinicas, vetores,
reservatérios, padrées epidemioldgicos, distribuicdo geogréfica e a resposta
terapéutica (5).

A L. (V.) guyanensis € a espécie mais prevalente no estado do Amazonas, com

predominio da forma cutanea, principalmente na regido de Manaus (16), onde



vem sendo demonstrada sua importancia também como agente etiolégico das

formas mucosas na regido Amazoénica (16).

1.3 Imunologia na Leishmaniose Tegumentar Americana

O sistema imune atua como uma rede de cooperacao, envolvendo a
participacdo de muitos componentes celulares, moleculares e estruturais (17). A
geracdo de uma resposta imune adequada durante processo infeccioso € o ponto
crucial para direcionar a progressdo ou cura da doenca; ou ainda, no caso
especifico das leishmanioses, para um padrao assintomatico da infeccdo (17).

A resposta imune a Leishmania € iniciada no local de entrada do parasita
através das células sentinelas, onde as formas promastigotas séo interiorizadas,
promovendo a ativacdo da resposta (18).

As células hospedeiras das espécies de protozoarios do género
Leishmania desempenham um papel fundamental para promover o elo ideal entre
a imunidade inata e adaptativa, e o grau de viruléncia do parasita poderd influenciar
em trés pontos cruciais da indugdo da resposta adaptativa adequada; a
apresentacao antigénica, a expressao de moléculas co-estimuladoras e a producao
de citocinas (19). Nesse contexto, subconjuntos distintos de células T CD4+ podem
ser gerados a partir da estimulacdo por células apresentadoras de antigenos
(APCs) infectadas (19).

Os membros da familia dos receptores similares a proteina Toll (TLR) sdo
responsaveis pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMPSs), como glicolipideos, peptidoglicanos e lipopeptideos, que séo
compartilhados por grandes grupos de microrganismos (20). A ativacdo de
macrofagos via TLRs aciona a via do NFkB (NF-kappaB), um fator de transcri¢ao
gue regula a expressao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-12, e também
a producao de 6xido nitrico (NO) (20).

A funcao dos linfécitos T com fendtipo CD4+ (Thl e Th2) é importante na
instalacdo da doenca (21). Os linfécitos Thl produzem interferon gama (IFN-y), IL-
2, fator estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e TNF,
gue levam a ativacado de macrofagos e a destruicdo dos parasitas (21). Por outro

lado, perfil Th2 com presenca de IL-4, IL-5, inibem a ativacdo dos macrofagos e



levam a ativacao de linfocitos B, podendo levar a susceptibilidade da doenca em
modelo experimental (21).

A Leishmania utiliza mecanismos de escapes da resposta imune inata e
adaptativa para o estabelecimento da infec¢do, a Leishmania precisa sobreviver ao
processo de fagocitose que envolve a invasdo em células-alvo seguras, a inibi¢cao
da formagédo do fagolisossomo e a remocao dos radicais hidroxilas e anions
superoxidos através do LPG, a inibicAo da degradacdo das enzimas do
fagolisossomo pela gp63, a transformacdo em amastigotas que sdo mais
resistentes ao 6xido nitrico (NO), perdxido de hidrogénio (H202) e ao pH &cido do
fagolisossomo (22).

A resposta imune Leishmania-especifica pode ser duradoura, e esta pode
estar envolvida na protecdo contra a reativagdo ou a reinfecgcédo por Leishmania
(22). As caracteristicas biolégicas do parasita e do sistema imune do hospedeiro
humano podem estar diretamente envolvidos na patogénese e na evolucao clinica
da doenca (22).

1.4 Manifestag¢fes Clinicas na Leishmaniose Tegumentar

As espécies do género Leishmania, os vetores, reservatorios e diferentes
ambientes geograficos, definem as distintas formas clinicas da LTA, que podem se
apresentar desde Ulceras Unicas até lesdes disseminadas, podendo atingir pele e
as mucosas (23).

A LTA apresenta varias formas clinicas, de acordo com a espécie envolvida
no processo infeccioso, sendo classificada em (23):

» Leishmaniose cutanea localizada (LC): é a forma mais classica,
apresentando Ulceras Unicas, rasas, com o formato ovalado ou arredondado, base
eritematosa, infiltrada, de consisténcia firme, com as bordas bem elevadas,
delimitadas, podendo ou ndo apresentar exsudato, medindo de alguns milimetros
a alguns centimetros. Podem evoluir para a cura espontanea (24);

» Leishmaniose cutanea disseminada (LCD): €& caracterizada por
inimeras lesdes papulares e de aparéncia acneiformes, distribuidas pelo corpo,

gue podem ou nao ulcerar (25);



» Leishmaniose difusa (LD): é uma forma clinica rara, porém grave,
ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular
a antigenos de Leishmania. E caracterizada por proliferacdo exacerbada do
parasito, com lesdes mdltiplas, difusas por toda a pele, que se apresentam em
forma de nddulos (26);

» Leishmaniose mucocutanea (LMC): na maioria das vezes sé&o
secundérias as lesdes cutaneas. Destroem todo o tecido, envolvendo mucosas e
cartilagens. Essas lesGes surgem lentamente. Na LMC também aparecem lesfes

na pele (27).

1.5 Diagnéstico da Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA é diagnosticada com base em critérios clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos (23). O diagnostico clinico baseia-se na observacdo das
caracteristicas fisicas das lesfes associadas a anamnese do paciente, onde 0s
dados epidemiolégicos sdo de grande valor preditivo (28). Entretanto, as lesdes se
apresentam nas mais variadas formas, podendo simular outras patologias como:

hanseniase, sifilis e tuberculose cutédnea, o que torna o diagndéstico mais dificil (28).

1.5.1 Diagnostico Parasitologico

Os testes laboratoriais incluem a escarificacdo que consiste na pesquisa
direta do parasito na leséo, cultura em meio NNN (Neal, Novy e Nicolle), inoculacao
em animais de laboratdrio e histopatologia (29,30). Dependendo do curso da
evolucdo da lesdo, a sensibilidade desses testes pode variar entre 15 a 90%,
podendo ser menor naquelas lesdes ap6s 3 meses de evolucao, principalmente nas
formas crbnicas e hiperérgicas (31). Uma vez que esses testes apresentam
resultado positivo, o diagndstico é confirmado, mesmo que apresentem baixa
sensibilidade (32).

Os testes moleculares também sdo empregados no diagndstico da LTA
(23). O ensaio de PCR tem como objetivo encontrar o DNA do parasito (32). Para
a realizacdo de técnicas moleculares € necessario que os laboratorios possuam
equipamentos especificos, e € um procedimento de custo relativamente elevado, o

gue acaba limitando sua utilizacéo na rotina de diagndstico (33).



1.5.2 Diagnéstico Soroldgico

Devido as limitacbes dos demais métodos, pode-se recorrer a testes
indiretos para a confirmacéo do diagndstico de leishmaniose, ou para seguimento
de casos. Testes indiretos para detecgcédo de infecgbes por Leishmania, como a
reacdo de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania (teste de
Montenegro) detectam apenas a resposta imunoldgica ou o produto desta (34).

A intradermorreacdo de Montenegro ou, busca observar a resposta de
hipersensibilidade celular retardada aos antigenos de Leishmania, sendo, portanto,
de grande valor na deteccéo em casos onde 0s parasitos SAo escassos ou ausentes
(35). Esta foi durante muito tempo empregada como ferramenta importante no
diagnoéstico imunoldgico da LTA, apresentava boa sensibilidade e especificidade,
embora ndo indicasse tdo somente lesdo ativa, mas também infec¢do passada e
fosse habitualmente negativa principalmente em casos de leishmaniose difusa (36).
Atualmente, a producdo do antigeno de Montenegro estd em desuso e
descontinuada (37).

Devido a baixa sensibilidade e reatividade cruzada com outras infec¢des,
0s testes sorologicos para pesquisa de anticorpos anti-leishmania ndo sao
utilizados na rotina para o diagndstico da forma cutanea localizada (38).
Atualmente, os testes empregados rotineiramente na deteccdo de leishmanioses
sdo a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste imunoenzimético (Enzyme-
linkedimmunosorbentassay = ELISA) (39).

A IFI apresenta sensibilidade em torno de 80% a 100%, principalmente em
amostras de pacientes que apresentam a forma muco-cutanea, porém, nao é uma
técnica facil de adaptar a estudos soroepidemioldgicos pois ha algumas limitacdes,
como a disponibilidade de parasitos e de microscopios de fluorescéncia (40,41).

O ELISA apresenta sensibilidade de 92 a 95% e especificidade de 92 a
100% (42,43). E um método automatizavel, que permite seu emprego em larga
escala. Apresenta potencial para ser aplicado no diagnéstico e em estudos
epidemioldgicos de LTA (42,43).

Nas Américas, especificamente no Norte e Nordeste do Brasil, estudos com
LTA, com amostragem significativa, mostraram uma baixa sensibilidade de 27,7%,

utilizando o IFI e 66,9% quando utilizou-se o teste ELISA para as amostras



de leishmaniose cutanea (44). Ja sensibilidades mais altas de 56,7% para IFl e
93,3% para ELISA foram obtidas na deteccdo de leishmaniose mucocutanea (44).
Matta et al. (2009) demonstraram que a resposta de anticorpos, em geral,
€ género especifica. Seus resultados sugerem a variacao da resposta conforme as
espécies de Leishmania presentes nos pacientes. Assim, amostras de pacientes
com leishmaniose cutanea, infectados por L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis,
utilizando antigenos de L. (L.) amazonensis em testes sorologicos, o0s titulos eram
mais baixos que naqueles infectados com L. (V.) guyanensis. Estes ensaios
sorologicos apresentaram sensibilidade entre 75% a 96% (45).

Para orientar a conduta bem como o tratamento dos pacientes, faz-se
necessario o uso de testes soroldgicos sensiveis para o diagndéstico de LTA (42).
Porém, para o desenvolvimento e reprodutibilidade desta ferramenta, fundamental
seria 0 uso antigenos recombinantes como alternativa aos antigenos brutos que
carecem do crescimento de parasitas (42).

Para a obtencdo de uma técnica mais rapida e padronizada, antigenos
recombinantes tem sido desenvolvidos (46), em relacdo as leishmaniose visceral
se tem tido muitos avancos, mas, para o diagnostico das formas tegumentares,
(42,43)ndo h& consenso, tampouco novos testes tem sido incorporados as rotinas
de métodos soroldgicos de diagndstico, pois estudos sorolégicos com antigenos
recombinantes para a deteccéo de LTA ainda estdo em fase experimental (39).

Recentemente, avaliou-se o desempenho de antigenos recombinantes de
Leishmania para o diagndstico sorolégico de LTA causada por diferentes espécies
de Leishmania através de antigenos recombinantes Lb6H e Lb8E, derivados da
sequéncia cromossomal de Leishmania braziliensis, em método imunoenzimatico
ELISA. Foram avaliadas amostras das regides Norte, Nordeste e do Sudeste do
Brasil, que apresentavam prevaléncia variavel para diferentes espécies de
Leishmania estudadas. O resultado observado apontou que o antigeno rLb6H
obteve melhor desempenho, apresentando sensibilidade de 100% em 219
amostras de LTA e especificidade de 98,5% em controles com pacientes sadios
(39). Considerando que o teste ELISA-rLb6H, apresentou bons resultados em um
estudo isolado e esta técnica com o antigeno em questdo ainda esta em fase
experimental no diagndstico da LTA, existindo a necessidade de novos estudos
com testes soroldgicos utilizando o antigeno recombinante Lb6H, € de suma

importancia verificar se esse antigeno continua apresentando um bom desempenho



de sensibilidade e especificidade. Por isso, nosso estudo se propds a utilizar a
mesma técnica com este antigeno com amostras de pacientes portadores de LTA,

Maléria, doenga de Chagas e individuos saudaveis oriundos de areas endémicas
da regido metropolitana de Manaus.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o teste ELISA com antigeno recombinante Lb6H (ELISA-rLb6H) para
a deteccéo de anticorpos IgG antileishmania para o diagnostico soroldgico da LTA,

em amostras de pacientes de areas endémicas da regido Metropolitana de Manaus.

3.2 Especificos

1. Avaliar a sensibilidade e especificidade do teste ELISA-rLb6H em amostras de
pacientes com LTA e individuos saudaveis residentes na regido Metropolitana
de Manaus;

2. Avaliar a reatividade cruzada do teste ELISA-rLb6Hem amostras de individuos
com Maléria e doenca de Chagas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo
Estudo transversal para a avaliacdo de um teste sorologico a ser utilizado
para LTA em amostras da regido Metropolitana de Manaus.

4.2 Local de estudo
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de
Entomologia/Leishmaniose/Doenca de Chagas da Fundacédo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e no Laboratério de Soroepidemiologia e
Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (IMT/FMUSP).

4.3 Populacéao de estudo

A populacao de estudo foi constituida de individuos provenientes da regido
metropolitana de Manaus, sendo 60 amostras de pacientes com LTA confirmada
por exames laboratoriais e 31 controles. Para investigar a possibilidade de reacgéao
cruzada foram utilizadas 5 amostras de pacientes com Doenca de Chagas, e 10
com Maléria, selecionados apds concordarem em participar do estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE).

4.4 Padronizacao do teste ELISA-rLb6H

Uma padronizacdo do teste foi realizada utilizando seis amostras de
pacientes com LTA e trés amostras de controles negativos. Amostras da Soroteca
de Soros Humanos do Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do
Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da USP (IMT/FMUSP)
foram utilizadas para padronizar o teste ELISA-rLb6H.

4.4.1 Antigeno recombinante
O antigeno recombinante Lb6H, que esta sendo utilizado neste estudo foi

produzido pelo IDRI (Instituto de Pesquisas de Doencas Infecciosas — Seattle,

Estados Unidos). Esse antigeno foi identificado durante o rastreio de L. braziliensis
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na biblioteca de expressdo genémica com soro de um paciente com Leishmaniose

Mucosa.

4.4.2 Procedimentos
Inicialmente foram estudados os seguintes parametros: diluicdo das

amostras: 1/50 e 1/100; diluicdo do conjugado: 1/10.000 e 1/20.000; concentracéo
do leite no diluente dos soros e do conjugado: 2 e 5%; tempo de revelacdo da
reacdo: 7 min e 10 min (Figura 1).

Foram sensibilizadas placas de poliestireno high binding da marca Corning,
Incorporated, New York, EUA, com 50 pL/poco do antigeno rLb6H diluido a 1 pg/mL
em tampéao carbonato/bicarbonato seguindo o protocolo abaixo:

- Apos incubacdo, em camara umida, overnight a 4°C as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T);

- Blogueamento com 200 uL/poco de PBS-T contendo leite desnatado na
concentracdo de 5% (PBS-T-L-5%), incubando 2 horas a 37°C, em camara umida;

- Lavagem trés vezes com PBS-T,;

- Diluicéo a 1/50 e 1/100 em PBS-T contendo leite desnatado a 2% e 5%.
- Aplicadas em simplicata (50 uL/poco) para cada condicao avaliada;

- Incubadas 30 min a 37°C, em camara umida.

A sequir, diluiu-se o conjugado peroxidase anti-IlgG humana (Calbiochem)
a 1/10.000 e 1/20.000 em PBS-T-L-2% e 5% e aplicaram-se 50 uL/poco.

Apoés incubacdo a 37°C em camara umida por 30 min, as placas foram
lavadas cinco vezes com PBS-T. A reacdo foi revelada com 50 pL/poco do
cromogeno TMB/H20z(tetrametilbenzidina/peroxido de hidrogénio), incubando por

7 min e 10 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

A reacéo foi interrompida com 50 pL/pogo de H2SO4 2N. As absorbancias
foram lidas em leitor de ELISA (Multiskan Go - ThermoScientific, Finlandia) com
filtro de 450 nm.
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Elisa Lb6H - 7 Min
hmostra 1/50 1/100
conjugado 1:10000 1:20000 1:10000 1:20000
leite 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A LTA1 | LTA2 | LTA3 | LTA1 | LTA2 | LTA3 | LTA1L LTA2 | LTA3 | LTA1 LTA2 | LTA3
206 B LTA3 | LTA4 | LTA6 | LTA3 | LTA4 | LTA6 | LTA3 LTA4 | LTA6 | LTA3 LTA4 | LTAG6
C CONT 1 |CONT 2 | CONT 3 | CONT 1 | CONT 2 |CONT 3 | CONT 1 |CONT 2 |CONT 3 | CONT 1 |CONT 2 | CONT 3
D B B B B B B B B B B B B
E LTALl | LTA2 LTA 3 LTA 1 LTA 2 LTA3 LTA 1 LTA 2 LTA3 LTA 1 LTA 2 LTA3
506 F LTA3 | LTA4 LTA 6 LTA3 LTA 4 LTA 6 LTA3 LTA 4 LTA 6 LTA 3 LTA 4 LTA 6
G CONT 1| CONT 2 | CONT 3 | CONT 1 | CONT 2 |CONT 3| CONT 1 J[CONT 2 |CONT 3 | CONT 1 |CONT 2 | CONT 3
H B B B B B B B B B B B B

Figura 1. Esquema da placa de ELISA-rLb6H, mostrando os parametros
estudados, referente a 7 min de revelacdo. Placa semelhante foi feita para 10 min
de revelacao.

4.4.2.1 Calculo do cut-off do teste ELISA-rLb6H

Para o calculo do cut-off, sensibilidade e especificidade do teste ELISA-
rLb6H, foi empregado um painel caracterizado do IMT/FMUSP, com 68 amostras
de pacientes com diagnostico de LTA e 72 amostras de controles negativos.

O cut-off do teste foi calculado de dois modos (GraphPadPrism):

a) Utilizando os valores das absorbancias das amostras positivas e negativas
obtidas na reacéao (A).

b) Utilizando os valores do percentual do padrdo positivo. Para tanto, a
absorbancia de cada amostra foi dividida pela absorbancia de um padrdo
positivo, colocado em todas as placas (B), conforme a equacéo:

Absorbancia% do padrao positivo= Absorbancia da amostra x 100

Absorbéncia do padréo positivo

4.4.1.2 Calculo do indice de reatividade das amostras

O indice de reatividade foi calculado de dois modos:

a) Para o calculo do indice de reatividade, dividiu-se o valor da absorbancia

de cada amostra pelo cut-off obtido em (A), conforme equacéo:

indice de reatividad= Absorbancia da amostra

Cut-off
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b)Para o calculo do indice de reatividade, dividiu-se o valor da absorbancia %
do padrao positivo de cada amostra pelo valor do cut-off obtido em (B),
conforme a equagao:

indice de reatividad= Absorbancia % do padrao positivo
Cut-off

4.4.1.3 Calculo da sensibilidade do teste ELISA-rLb6H
A sensibilidade do ELISA-rLb6H foi calculada dividindo-se o numero de

amostras de pacientes com LTA positivas no teste pelo nimero de amostras de
LTA testadas (N=68).

4.4.1.4 Calculo da especificidade do teste ELISA-rLb6H
A especificidade do ELISA-rLb6H foi calculada dividindo-se o niumero de

amostras de individuos controle negativas no teste pelo nimero de amostras de
controles testadas (N=72).

4.4.2 TesteELISA-rLb6H

Placas sensibilizadas com o antigeno rLb6H foram enviadas pelo
Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do IMT/FMUSP para Manaus,

onde as amostras coletadas foram testadas.

4.5 Avaliagdo do ensaio ELISA-rLb6H com amostras de areas endémicas
da Regido metropolitana de Manaus

Foram selecionadas amostras, prospectivamente, utilizando amostras
frescas, recém-colhidas. Foram utilizadas amostras de soro de 60 pacientes com
LTA e de 31 controles sadios e 15 com outras doencas infecciosas, tais como
Doenca de Chagas e Malaria.

A partir de uma curva ROC com os resultados das densidades oticas (DO)

obtidos do ELISA, foi calculado a sensibilidade e especificidade do antigeno.
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4.6 Critérios de inclusao

Critérios de inclusdo para o grupo de LTA: ser proveniente de area
endémica para LTA, com diagnéstico clinico (diferentes formas clinicas) e pelo
menos um dos seguintes testes positivos: parasitologico ou cultura;

Critérios de inclusdo do grupo controle sadio: ndo apresentar evidencias
de doencas atuais e/ou histérico de LTA, doenca de Chagas ou Malaria e ndo
residir ou ter residido em &reas de reconhecida transmisséo de LTA.

Critérios de incluséo para o grupo de outras doencas: ter diagnastico clinico

e laboratorial de uma das doencas infecciosas: doenca de Chagas e/ou Malaria.

4.7 Critérios de ndo inclusao

Apresentar outras infecgcdes concomitantes, estar coinfectado com HIV,
apresentar outras condicfes que levem a imunossupressdo, gravidas, ter idade

menor que 18 e maior que 65 anos, para todos 0s tres grupos.

4.8 Aspectos éticos da pesquisa

O projeto faz parte de um estudo maior intitulado “Validacdo do teste
imunoenzimatico (ELISA) empregando antigeno recombinante Lb6H para o
diagnostico sorolégico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)”
submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de Medicina
Tropical da USP — CEP — IMT namero 000346. E pelo CEP da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (USP) — CAAE: 83450418.8.0000.0065, sendo
aprovado em 07/03/2018, numero do parecer: 2.530.363, com emenda aprovada em
21/06/2018, namero do parecer: 2.729.336.

Também foi aprovado pela Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor

Vieira Dourado (Manaus/AM) — CAAE: 83450418.8.3001.0005, aprovado em

06/04/2018, niumero do parecer: 2.584.959.

Aos que aceitaram, apos explicacdo dos objetivos do projeto, foi solicitado

gue assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1) para a

a coleta de amostra de sangue para a realizacdo testes laboratoriais do projeto.
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Também foi aplicado uma ficha contendo dados demogréficos e epidemioldgicos
aos participantes (ANEXO 2).

4.9 Andlise Estatistica

Os niveis de significancia dos testes empregados na analise estatistica
foram fixados aceitando um erro tipo 1 de 5% ( =0,05).

O programa GraphPadPrism 5 foi utilizado para construcdo das curvas
ROC, célculos de sensibilidade, especificidade, construgdo de graficos; o programa
Microsoft Office Excel 2016 foi empregado para confeccéo de planilhas de dados,

construcdo de gréaficos e tabelas.
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5. RESULTADOS

5.1 Pacientes

Foram utilizadas 60 amostras de soro de pacientes com LTA, sendo, 49 do sexo
masculino e 11 do sexo feminino, a maioria dos pacientes apresentou uma leséo (32
/ 60) e 5 pacientes apresentaram 4 ou mais lesbes. Com relacdo ao tempo de
evolucao das lesdes, 14 pacientes apresentaram lesées com até 30 dias, 20 pacientes
apresentaram lesdes entre 31 e 50 dias, 9 entre 51-60 dias e 6 apresentaram mais de
90 dias. Em relagéo a forma clinica, 57 pacientes apresentaram a forma cutéanea e 3
pacientes apresentaram a forma mucosa da doenca. Um dos pacientes com a forma
mucosa, teve leishmaniose cutédnea ha 10 anos atras, e desenvolveu a forma mucosa

h& um ano (tabela 1).

Tabela 1: Distribui¢cdo dos portadores de LTA quanto a sexo, faixa etéaria,
tempo de evolucdo e numero de lesfes.

Caracteristicas

n %
Género
Feminino 11 18.3
Masculino 49 81.7
Faixa etaria
20-30 13 21.7
31-40 10 16.7
41-50 15 25
>50 21 35
Sem informagao 1 1.7
Numero de lesGes
1 32 53.3
2 9 15
3 8 13.3
4 ou mais 5 8.3
Sem informagdes 6 10
Tempo de evolugao das
lesGes
Até 30 dias 14 233
31-50 dias 20 333
51-60 dias 9 15
>60 6 10
sem informacgao 11 18.3
Forma clinica
LC 57 95

LM 3 5
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Tabela 2: Distribui¢cdo dos casos controle, doenca de Chagas e Malaria
guanto a sexo e faixa etaria.

Controle Malaria Doenca de Chagas
N % N % N %
. Feminino 13 41,9 4 40 3 60
Género ]

Masculino 18 58,1 6 60 2 40

>50 6 19,4 1 10 2 40

. .. 20a30 7 22,6 2 20 1 20

Faixa etaria

31a40 6 19,4 3 30 1 20

41a50 12 38,7 4 40 1 20
31 100,0 10 100,0 5 100

5.2 Padronizacao

Através dos parametros testados na padronizacado definimos a melhor
condicdo para o Elisa ser testado com os soros. Os melhores resultados obtidos
foram: Tamp&o com Leite 5%, soros diluidos em 1/50, conjugado em 1/20000 e
incubacé&o do substrato de 7 min (Fig. 2 a). No entanto, foi observado que utilizando a
incubacao do substrato em 10 min e concentracéo do soro em 1/100 também foi obtido

um bom resultado, por isso utilizamos esses parametros.

a) b)
Leite 5% - 1/20000 - 10 Min Leite 5% - 1/20000 - 7 Min

1/50 1/100 1/50 1/100

53 LMC 2.18 1.52 53 LMC 1.83 1.30
2225 1.03 0.67 2225 0.89 0.49

57 0.13 0.04 57 0.04 0.05

15 MARINA 2.72 214 | | 15 MARINA | 2.56 1.53
2761 1.98 1.37 2761 1.74 1.11
122 0.11 0.08 122 0.06 0.03

14 MARINA 0.30 029 | [14MARINA | 0.21 0.23
2782 1.67 1.40 2782 1.52 0.96
128 0.08 0.05 128 0.06 0.11
1.65 1.23 1.46 0.94

0.11 0.05 0.05 0.06

15.48371 15.72773

Figura 2. a) Parametros de tampé&o Leite 5% - 1/20000 — 10 Min. b) Parametros
de tampéao Leite 5% - 1/20000 — 7 Min.

5.3 Protocolo final da ELISA com antigeno recombinante Lb6H - IgG
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1) Placas de poliestireno Costar 3690, High Binding, de fundo plano, foram
sensibilizadas com 50 ul do antigeno rLb6H 1,0 ug/ml (em tamp&o carbonato
0,05 M - pH 9,6) e incubadas 18 horas a 4° C em camara umida.

2) As placas foram lavadas trés vezes com PBS 0,01M (7,2 pH) com tween 20 a
0,05 % (PBS-T).

3) As placas foram bloqueadas com 125 ul de leite desnatado a 5% em PBS - T
(PBS-T-L5%) e incubadas por 2 horas a 37° C em camara umida.

4) As placas foram lavadas trés vezes com PBS 0,01 M (7,2 pH) com tween 20 a
0,05% (PBS-T).

5) Foram adicionadas 50 ul das amostras do soro diluidas 1/100 em leite
desnatado a 5% em PBS — T (PBS-T-L5%) as cavidades em duplicatas, com
incubacado de 30 minutos a 37° C em camara umida.

6) As placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T.

7) Foram adicionados 50 ul do conjugado enzimético anti IgG humana —
peroxidase (calbiochem), em 1:20000 diluido em PBS — T — L5% e incuba-se
por 30 minutos a 37° C em camara umida.

8) As placas foram lavadas cinco vezes com PBS —T.

9) Adiciona-se em seguida 50 ul/cavidade de TMB (Life Technologies) e incuba-
se 10 minutos a temperatura ambiente, em local protegido da luz.

10)A reacéo foi interrompida com a adi¢ao de 25 ul/cavidade de H2S0Oa4 2N.

11)A leitura da reagéo e feita medindo a absorbéncia em leitora de placas de
ELISA com filtro de 450nm.

12)Para cada amostra calcula-se o indice de reatividade do teste.

13)Séao consideradas reagentes as amostras que apresentaram IR > a 1.

5.4 ELISA-rLb6H com amostras de areas endémicas da Regido
metropolitana de Manaus

A partir dos valores da absorbancia percentual do padréo positivo das 60 amostras
positivas de LTA, 31 amostras controles e 15 amostras de outras doengas, foram
construidas duas curvas ROC, para determinar o cut-off, sensibilidade e

especificidade.

Na figura 3, pode-se observar a curva ROC utilizando as amostras positivas e
amostras controle, onde foi obtido uma sensibilidade e especificidade de 85% e 77%

respectivamente, com o cut-off de > 8,130.
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Figura 3. Curva ROC construida a partir das absorbancias de amostras
positivas para leishmaniose tegumentar e negativas, utilizando o antigeno
recombinante Lb6H. 60 positivas para LT e 31 negativas.

Na figura 4, mostra a curva ROC com amostras positivas, amostras controles e de
otras doencas, onde pode-se observar a reatividade cruzada. Apresentou
sensibilidade de 71% e especificidade de 73%, com cut-off de > 11,90.
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Figura 4. Curva ROC construida a partir das absorbancias de 60 amostras

positivas para leishmaniose tegumentar, 31 negativas, 10 de Malaria e 5 de
Doenca de Chagas.
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6. DISCUSSAO

Existe uma grande variedade de testes seroldgicos para o diagndéstico da LTA,
como, ELISA, Imunofluorescéncia indireta, e testes imunocromatogréaficos (46). A
implementacdo de antigenos recombinantes tém se mostrado uma alternativa
promissora, pelo fato de ser uma técnica simples, rapida, padronizada e de facil
aplicacdo em larga escala (46—48). Ao contrario de outras técnicas mais invasivas,
como o diagndstico parasitolégico, que requer profissionais treinados e materiais
especificos para sua realizacéo (46,48).

No desenvolvimento de testes sorologicos, uma ferramenta, fundamental tem
sido o0 uso antigenos recombinantes como alternativa aos antigenos brutos (42). O
desenvolvimento desses antigenos recombinantes os colocam como o ideal para a
obtencao de uma técnica mais rapida e padronizada para o diagnéstico das doencas,
incluso a LTA, que ndo dependa do crescimento do parasito (42,43), se tem obtido
muitos progressos em relagdo a leishmaniose visceral, como ensaios utilizando
antigenos recombinantes e testes rapidos imunocromatogréficos (49). Porém, para
leishmaniose tegumentar estudos sorolégicos com antigenos recombinantes para a
sua deteccdo ainda estdo em fase experimental assim como para o antigeno utilizado
em nosso estudo, onde somente ha uma publicacdo em que esse antigeno foi utilizado
para o diagnéstico sorolégico da LTA (39).

No nosso estudo a maior parte dos pacientes foi do sexo masculino,
concordando com os dados obtidos de outros estudos em que a maioria dos pacientes
acometidos sdo do sexo masculino, na faixa etaria produtiva, os homens sédo os que
mais tem contato com matas, por conta de suas atividades laborativas - muitos serem
agricultores ou residirem e desenvolverem atividades extrativistas em matas onde
ocorre o ciclo da doenga (50-53).

O diagnodstico da Leishmaniose Tegumentar Americana € clinico,
epidemiologico e laboratorial. Os testes laboratoriais como: parasitologico e
histopatolégico apresentam baixa sensibilidade no diagndstico da leishmaniose pois
sdo testes que apresentam limitacdes, que ndo soO indicam infeccdo recente mas
também infeccdo pasada (39,41,44).

Szargiki et al., 2009, comparando o método parasitolégico com o soroldgico,
para LTA encontraram 79.3% de positividade em pacientes com clinico, e entre 83 a
96% pelo método sorologico, essa variagdo a depender do antigeno utilizado na

sorologia(54).
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Diferentes estudos utilizando o ELISA para diagnosticar a leishmaniose,
apresentaram, sensibilidades e especificidades entre 66.9-96% e 77.5-100%,
respectivamente (40,41,43-45,54).

Sato e colaboradores em 2017, testaram antigenos recombinantes utilizando a
técnica ELISA. Foi possivel observar que o desempenho do antigeno recombinante
rLb6H apresentou alta sensibilidade quando comparado com o0s outros antigenos
estudados, apresentando sensibilidade de 100% e especificidade de 98,5% em
pacientes com leishmaniose tegumentar, por esse motivo escolhemos este antigeno
para a realizacado do presente estudo(39). Utilizamos a mesma técnica adotada por
Sato et al. 2017, e testamos amostras somente da regido de Manaus, considerada
endémica para LTA, e observamos que esse antigeno quando testado com as
amostras da regido apresentou sensibilidade de 85% e especificidade de 77%,
resultados abaixo daqueles encontrados quando se utilizou testes para LTA com esse
mesmo antigeno (39).

Além disso, no nosso trabalho foi encontrada alta reatividade cruzada com
soros de pacientes de doenca de Chagas e Malaria, a sensibilidade e especificidade
baixaram quando foram testadas amostras dessas outras doencas, apresentando
71% de sensibilidade e 73% de especificidade, ndo esquecendo a possibilidade de
gue essa € uma area endémica para endémica para LTA e pode ser que 0s pacientes
de outras doencas ja tenham tido contato com alguma espécie de Leishmania sem ter
apresentado sintomas, no entanto todos o negavam. A reatividade cruzada é um
aspecto que muitos autores ja tém discutido em outros trabalhos, sobretudo com soros
de pacientes com Doenca de Chagas (46,55,56).

Sato e colaboradores, observaram 18,7% de reatividade cruzada em suas
amostras de DC e concluem que isso pode estar ligado a antigenos de Leishmania e
Trypanosoma cruzi que compartilham de algumas similaridades, ja que sdo da mesma
familia, além disso, levantam também a hip6tese de que estes pacientes poderiam
estar com infeccéo latente ou tiveram leishmaniose anterior(39).

No nosso trabalho, as amostras sdo verdadeiramente caracterizadas como
sendo de doenca de Chagas e Malaria, 0s pacientes ndao apresentaram co infeccao e
nem historico de LTA.

Outro fator que pode influenciar na sensibilidade e especificidade, € a espécie
de Leishmania que o paciente apresenta. Neste estudo, ndo foi realizada a
identificacdo da espécie, no entanto, diversos estudos demostram que a espécie que
mais predomina nos pacientes acometidos com LTA na regido de Manaus €é L. (V.)
guyanensis, (em torno de 88 a 95% dos casos)(5,14,31,52,57-59). Mendes et al. 2020
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encontraram que o0 94% das amostras identificadas eran de L. (V.) guyanensis
(N=83)(57), Neves et al. 2011 encontraram 88,1% (N=90)(14) e Chrusciak et al. 2011
encontraram um 95,5% de L. (V) guyanensis nos casos de LTA (N=90)(58), e ainda
gue, Sato e colaboradores tenham testado soros com a espécie caracterizada, entre
elas amostras de pacientes com L. guyanensis, (correspondendo a 44,2% das
amostras testadas com tres diferentes antigenos — Lb6H, Lb8E e Leishmania major-
like) e tenham encontrado uma boa sensibilidade e especificidade independentemente
da especie(39), no nosso estudo, ndo foi encontrada a mesma sensbilidade e
especificade que eles descrevem, sendo abaixo daquela por eles encontrada.

Corroborando com nossos achados, em outro trabalho, realizado por Szargiki
et al. (2009), onde os pacientes tinham infeccdo por L. (V.) braziliensis, o teste
soroldgico que utilizou antigeno de L. (V.) braziliensis teve melhor detec¢do quando
comparado com o teste que utilizou L. (L.) amazonensis(54).

Em estudo realizado por Lage et al, 2019, uma proteina hipotética conservada
de Leishmania, que foi identificada em parasitas Leishmania infantum, foi avaliada
para o diagnéstico de leishmaniose tegumentar e visceral, bem como em individuos
saudaveis vivendo em regido endémica da doenca, e também soros de portadores de
doenca de Chagas, Hanseniase, Aspergilose e Paracoccidioidomicose de individuos
vivendo na mesma é&rea. Analises soroldégicas com ELISA utilizando a proteina
recombinante (rLiHyL) e os antigenos rA2 e SLA em um painel sorolégico humano, a
proteina rLiHyL revelou valores de 100% sensibilidade e especificidade para detectar
ambas as doencas, o0 que nao foi obtido para os demais antigenos, que mostraram
reacdes cruzadas para todas as doencas, sobretudo no soro de portadores de LC,
assim como nos resultados observados em nosso estudo.

Em uma revisdo sistematica avaliando a acuracia do diagndéstico do ELISA
para detectar anticorpos anti-Leishmania em pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana, Zanetti et al. (2019) encontraram em 10 estudos avaliando
as reacodes cruzadas com amostras de soro de pacientes com doenca de Chagas,
relatos de reatividade em dois estudos realizados, com taxas de 17% (IC 95%, 12-
27,9), no outro estudo (Szargiki et al, 2009), entre 10 pacientes com doenca de
Chagas, nove foram reativos para L. (L.) amazonensis e oito para L. (V.) braziliensis
pelo ensaio ELISA. Usando IFA, sete soros foram reativos para L. (L.) amazonensis e
oito para L. (V.) braziliensis.

Trabalhos realizados no Brasil, utilizando antigenos solaveis, geralmente
utilizam cepas de L. (V.) braziliensis, provavelmente por esse motivo apresentam

menor reatividade a soros oriundos de areas onde predominam outras espécies,
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dessa forma, esse estudo aponta a necessidade da producdo de novos antigenos
obtidos da espécie prevalente na regidao onde o estudo é desenvolvido, no nosso caso,
a metropolitana de Manaus, e ainda que o0s antigenos recombinantes mostraram uma
melhor sensibilidade e especificidade para deteccao da doenca, é preciso desenvolver
novos testes com o intuito de observar se teremos um desempenho melhor de
sensibilidade e especificidade(56).

Em nosso estudo foram avaliadas amostras com soros de pacientes oriundos
de areas onde predomina a L. (V.) guyanensis e é possivel que por esse motivo
nossos resultados tenham diferido daqueles obtidos por Sato et al. 2017, que utilizou
0 mesmo antigeno, porém com amostras de outras areas e ndao so de L(V.)

guyanensis.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O antigeno recombinante Lb6h foi testado com amostras de LTA, controles
negativos e pacientes com histérico de doenca de Chagas e Malaria da regido de
Manaus. A sensibilidade e especificidade foram um pouco abaixo do esperado,
considerando-se como parametro um unico estudo feito utilizando este antigeno para
sorologia de leishmaniose e foi também encontrada uma alta reatividade cruzada. 1sso
pode estar relacionado a espécie predominante na regido, L. (V.) guyanensis, e

sugere-se fazer novos testes com antigenos obtidos a partir dessa espécie.

8. CONCLUSAO

As amostras de LTA com os controles sadios apresentaram Sensibilidade de
85% e especificidade de 77%.

Os testes apresentaram altos indices de reacdo cruzada contra soros de
Malaria e doenca de Chagas de pacientes oriundos da mesma regido, apresentado
71% de sensibilidade e 73% de especificidade expressa pela curva ROC, indicando
gue a proteina Lb6H ndo é um bom antigeno para ser utilizado em testes sorolégicos
em areas de L. (V.) guyanensis.
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10. ANEXOS

10.1 TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PROJETO: AVALIACAO DE TESTE ELISA COM ANTIGENO RECOMBINANTE
Lb6H NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM AMOSTRAS DE PACIENTES DE AREAS ENDEMICAS DA
REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS

Investigador em Manaus: Jorge Augusto de Oliveira Guerra, Médico.

Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado - Geréncia de
leishmaniose

Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000
(92)2127 3555, (92) 99988 3215, 2127 3518.

Comité de Etica: Comité de Etica em Pesquisas da
FMT-HVD Fundacao de Medicina Tropical Heitor
Vieira Dourado Horério de funcionamento: Segunda
a sexta e 8:00 as 13:00h Av. Pedro Teixeira, 25 D.
Pedro Manaus-AM 69040000 Fone: 2127 3555

Nome do Paciente:

1. Para ser lido por todos os participantes do estudo:

As informacdes a seguir descreverao o estudo e a forma como vocé vai participar.
O investigador respondera quaisquer perguntas que vocé possa fazer sobre o
estudo. Esse documento tem duas vias, e uma delas ficara com vocé.

2. Convite e Prop0sito do Estudo:

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo sobre a leishmaniose
tegumentar americana (Leche ou Ferida Braba), que sera realizado na Fundacéo
de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

O objetivo deste estudo € avaliar o teste ELISA para o diagnostico sorolégico da
LTA, utilizando amostras de pacientes de areas onde ocorrem muitos casos da
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doenca, com diagnostico clinico/laboratorial de LTA, com outras doencas
infecciosas e de controles saudaveis.

Sua participacdo neste estudo serd importante porque vocé apresenta essa
doenca e a avaliacao desse teste sera de grande valia para a rotina laboratorial.

3. Procedimentos do Estudo

Se vocé concordar em participar voluntariamente do estudo, depois de ler este
consentimento na sala de consulta, sera realizado o preenchimento de uma ficha
constando seus dados e, se for o caso, sobre sua doenca. Também sera coletado
uma amostra de sangue para obtencdo do soro que serd utilizado em testes
soroldgicos (ELISA).

E concordar também que o material retirado do paciente (sangue) se destina
apenas a pesquisa constante do protocolo, mas que o excedente ficara estocado
na gerencia de Leishmaniose da FMT-HVD e concorda que seja utilizado para
outras pesquisas envolvendo esta doenca, como aspetos diagnosticos, estudos
imunoldgicos, nesse caso vocé serd contactado para dar seu consentimento
novamente.

4. Participacédo Voluntaria:

Sua participacdo neste estudo é voluntéria. Vocé pode recusar a participar ou
desistir da participagdo a qualquer momento que vocé assim decidir. Sua recusa
em participar ou sua decisdo de abandonar o estudo, ndo afetara de modo algum
qgualquer tratamento que vocé precise na FMT-HVD. Isto também né&o vai
prejudicar suas futuras relagbes com a FMT-HVD e com as pessoas que lhe
atenderam.

5.Confidencialidade:

Qualquer informacédo obtida durante este estudo sera confidencial (ou seja, em
momento algum seu nome ou dados serdo revelados a ndo ser para equipe da
pesquisa) sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe cientifica,
porém na amostra coletada serd usado apenas um cédigo de identificacdo no lugar
do seu nome. Os resultados deste estudo serdo divulgados na forma de
comunicacédo cientifica (publicacdo em congressos e revistas cientificas), ndo
permitindo a identificacéo individual dos participantes.

6. Analises de riscos e beneficios:

A retirada de sangue da veia é um procedimento médico de rotina, e todos os
cuidados apropriados serdo tomados. Em caso de danos decorrentes da sua
participacdo no estudo, vocé tera assisténcia médica integral e gratuita por todo
tempo que for necessario e sera tratado com medicamentos ou procedimentos
adequados para cada caso pelos profissionais responsaveis pelo estudo, sem
nenhum custo para vocé. Vocé também terd direito a indenizagcdo e ou
ressarcimento de gastos que porventura ocorram em decorréncia de sua
participagao neste estudo.
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Este estudo pode trazer beneficios diretos ou indiretos para vocé e para outros
pacientes que séo portadores de Leishmaniose. Com o estudo podemos validar
um teste soroldgico para ser incluido na rotina laboratorial. Vocé sera incluido
como portador de Leishmaniose e como participante deste estudo se pelo menos
um dos seguintes testes, estiver positivo: parasitologico, cultura ou histopatolégico
com encontro de parasitos. O material coletado (sangue) sera utilizado apenas
neste estudo mas concorda que possa ser estocado e posteriormente reutilizado
para outros estudos e que vocé sera contactado novamente para dar seu
consentimento caso isso venha a acontecer.

Ou ainda como participante em outros grupos da pesquisa se tiver diagnéstico
confirmado de doengcas como (Doenca de Chagas, Malaria, Tuberculose).
Também sera incluido como participante no grupo controle se apresentar ser
saudavel ao exame clinico e laboratorial.

7. Custos:

Vocé néo tera custos com a participacdo no estudo e nem recebera pagamento
por sua participacdo. Caso vocé apresente qualquer problema associado a esta
pesquisa, a FMT-HVD Ihe dara toda assisténcia médica necessaria em Manaus.
Informacao adicional pode ser obtida na Geréncia de Leishmaniose da FMT-HVD
com a Dra. Nicolle Tayna Branddo dos Santos (92)99283-6478, ou Dr. Jorge
Augusto de Oliveira Guerra (92)99988-3215, (92)2127 3555, (92)2127 3518, das
segundas as sextas-feiras, das 8 as 11 horas.

O participante e seus familiares tém direitos a ressarcimento de gastos ou
indenizagbes por prejuizos que porventura possam acontecer em decorréncia de
sua participacao neste estudo, assim como de toda assisténcia médica garantida
pela FMT-HVD.

6. Esclarecimentos de contatos

Se voceé tiver qualquer outra questao sobre a sua participacdo nesta pesquisa, por
favor contate a Dra. Nicolle Tayna Brand&do dos Santos e o Dr. Jorge Augusto de
Oliveira Guerra, nos telefones acima ou o Comité de Etica em Pesquisa da FMT-
HVD localizado na Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000. Horario
de funcionamento: Segunda a sexta e 8:00 as 14:00h, Fone: 2127 3572.

9. Consentimento:

Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé concorda
em participar do estudo, favor rubricar todas as paginas e assinar o nome abaixo.
A vocé serd entregue uma via original deste documento para guardar e a
outra ficara com o pesquisador. O pesquisador também rubricara todas as
paginas e assinara esseconsentimento.
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] Sim, eu concordo o material excedente e estocado (sangue ou Soro) seja
utilizado para outras pesquisas envolvendo esta doenca

[] N&o, eu ndo concordo o material excedente e estocado (sangue ou Soro)
seja utilizado para outras pesquisas envolvendo esta doenca

Assinatura do Paciente Data/Hora

Assinatura da Testemunha Data/Hora

Impressédo do Polegar da Testemunha

Compromisso do Pesquisador: Discutir as questfes acima apresentadas com
0s participantes do estudo e ter certeza que o participante entende 0s riscos,
beneficios e direitos relacionados a este projeto.

Assinatura do Pesquisador Data Hora

Impresséo do Polegar do Paciente



6.5 Ficha do primeiro atendimento meédico

1. Identificacdo
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Data:

Nome:

Data de Nascimento:

Sexo: Masculino () Feminino ()

Local de residéncia:

Ocupagcéo:

2. Detalhes de participacdo

Consentimento para este estudo:

()Sim () Néo

Consentimento para estudos futuros:

() Sim () Néo

Data de entrada no estudo:

3. Historico

Teve leishmaniose tegumentar pregressa?

() Sim () Naéo
Quando

( ) Néo sei

Farmaco que tomou

Duracdo do tratamento

Data da cura

Teve leishmaniose visceral/calazar?
()Sim () Néo ( ) Néo sei
Quando

Farmaco gque tomou

Duracéo do tratamento

Data da cura

Histdrico de viagens — especificar:

4. Dados Clinicos
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Febre: ()Sim () Néo se sim, anote a temperatura

Palidez: ()Sim () Nao

Linfadenopatia: () Sim () Ndo  se sim, local: cervial / axilar / inguinal /
generalizada

Lado esquerdo / direito / ambos

Hepatomegalia: () Sim () Nao

Espenomegalia: () Sim () Nao

5. Locais e extensdo das lesdes(indicar os sitios/extensdo das lesdes na figura abaixo)

6. Apresentacdo clinica leishmaniose cutinea localizada
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Presenting sign(s): Please indicate which of the following
clinical features are evident and the number of lesions at
the time of presentation and if possible the duration of the
lesion (s).

Presence of
lesion types

Number of
lesions; tick
relevant box

Duration in
months (if less
than one
month in
weeks)

5.1.1 Recent onset macule (circumscribed change in the
color of skin that is flat on palpation — (excludes
scarring and post inflammatory pigmentary change)

Yes D No D

1|:| 2-5['

5.1.2 Papule (¢5mm diameter, palpable solid elevation)

Yes| | No[ ]

1[ ] 25[ |

5.1.3 Nodule (*5 mm diameter, palpable elevation)

Yes[ ] No[ ]

1m 2—5[_|

5.1.4 Plaque (flat topped with diameter greater than its
height)

YesI:I No I:l

ID 2-5|:|

Ulcerative change

5.1.5 Dry ulcer (destruction of epidermis of skin with central
crusting/scaling)

YesD No D

1|j 2—SD

5.1.6 Wet ulcer (destruction of epidermis of skin with wet
exudates)

YesD No l:l

1|:| 2-5[:]

5.1.7 Nodular ulcerative (> Smm diameter, palpable
elevation with central ulceration)

YesD No |:|

1|:| 2-5[:]

Other features associated with acute lesion(s)

5.1.8 Satellite lesions

Yes |:| No| |

1l ] 2-s[ ]

5.1.2 Halo pigmentation

Yes D No:

1l ] 25 ]

Sequelae from resolved or resolving lesion(s)

5.1.10 Hyperpigmentation

Yes g No[ |

5.1.11 Hypopigmentation

Yes - NOD

1] 2-5[ |

1l | 25 ]

5.1.12 Atrophic Scarring

Yes | | NOD

1| | 25| |

5.1.13 Hypertrophic or Keloid scarring

Yes | | NOD

1| 2s[ ]

5.1.14 Any other atypical lesions — remarks

5.1.15 Patient reported symptoms e.g. pain, loss of function etc.

- Tempo da lesdo primaria -
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LOCALISED CUTANEOUS LEISHMANIASIS: BASELINE VISIT PRE TREATMENT

6.1 Baseline biopsy and index lesion(s) for assessment
a) Please indicate on the figure below the site(s) of any biopsy(ies) taken and mark with a letter e.g. A
b) Draw the lesion(s) biopsied in the box and indicate where the biopsy has been taken (M= medial L = lateral)
c) Indicate features of the lesion(s) biopsied in the table below
d) Distinguish any index lesion(s) for assessment throughout the study from the biopsy sites on the figures, and
mark with a different letter.

Biopsy site at baseline (back)
M L

Biopsy site at baseline (front)
M L

)
i
DA

7. Apresentacio clinica leishmaniose cutinea com lesGes multiplas

Inclui pacientes com 5 ou mais lesdes

() Leishmaniose cutanea com lesGes maltiplas — 6 a 20 lesdes (Ulceras sem papulas ou

nodulos) - lesdes apareceram ao mesmo tempo ( ) sim () nédo

() Leishmaniose cutanea disseminada — > 20 lesdes (pequenas Ulceras com ou sem

papulas ou nddulos) - lesdes apareceram ao mesmo tempo () sim () ndo

() Leishmaniose cutanea difusa — numerosas lesdes (nédulos com ou sem papulas e

sem Ulceras) - lesdes apareceram ao mesmo tempo () sim () ndo

() PKDL - méacula hipopigmentada simetricamente distribuida, ou papula / placa
eritematosa, ocupando principalmente a face, tronco e extremidades, com histéria
de leishmaniose visceral precedente / concomitante




8. Leishmaniose mucosa
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Concomitante com leishmaniose cutdnea () sim () ndo

Teve leishmaniose cutanea pregressa ()sim ()néo

Localizagao das lesdes:
() nariz () palato mole () faringe ( ) face () laringe () septo nasal (') outras

IMPORTANTE

- Sorologia para HIV
- Sorologia para doenca de Chagas

Observacao

Critérios de Inclusdo — LTA

» Paciente deve ser proveniente de area endémica para LTA
» Com diagnostico clinico (diferentes formas clinicas) e

» Pelo menos um dos seguintes testes positivo: parasitolégico, histopatolégico com

encontro de parasitos, PCR, Montenegro.

Critérios de Exclusdo — LTA

* Apresentar outras infecgGes concomitantes,

+ Estar coinfectado com HIV,

» Apresentar outras condi¢cdes que levem a imunossupressao,
* Mulheres gravidas,

» Ter idade menor que 18 e maior que 65 anos.




6.6 Ficha do primeiro atendimento médico — outras doencas
9. Identificacéo

ID: Data:
Nome:
Data de Nascimento: Sexo: Masculino () Feminino ()

Local de residéncia:

Ocupacao:

Historico de viagens — especificar:

10. Detalhes de participacdo

Consentimento para este estudo: () Sim () Néo
Consentimento para estudos futuros: () Sim () Néo
Data de entrada no estudo: / /
11. Histdrico
Teve leishmaniose tegumentar pregressa? | Teve leishmaniose visceral/calazar?
() Sim () Néo ( ) Néo sei ()Sim () Néo ( ) Néo sei
Quando Quando
Farmaco que tomou Farmaco que tomou
Duragdo do tratamento Duragdo do tratamento
Data da cura Data da cura

12. Outras doencas

Doenca de Chagas
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Histoplasmose

Malaria

Paracoccidioidomicose

Toxoplasmose

Tuberculose

Esporotricose

13. Dados Clinicos

IMPORTANTE

- Sorologia para HIV
- Sorologia para doenca de Chagas

Observacao

Critérios de Inclusdo

* Os critérios de inclusdo para o grupo de outras doencas Sao
» Ter diagnostico clinico e laboratorial de uma das doencas infecciosas a seguir

» Doenca de Chagas, histoplasmose, malaria, paracoccidioidomicose, toxoplasmose e
tuberculose, esporotricose, etc

Critérios de Excluséo

» Apresentar outras infecgGes concomitantes,

» Estar coinfectado com HIV,

» Apresentar outras condi¢des que levem a imunossupressao,
* Mulheres gravidas,

« Ter idade menor que 18 e maior que 65 anos.




10.2 Figuras do IR vs numero e evolucao das lesfes
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