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RESUMO

Introdugao: As leishmanioses sado doengas infecciosas causadas por protozoarios do
género Leishmania, que incluem os subgéneros Leishmania e Viannia, ambos de
relevancia médica. A manifestagcdo clinica da doenga é variavel; entretanto, o
diagndstico ainda representa um desafio, pois os métodos tradicionais, como a
microscopia, apresentam baixa sensibilidade e ndo permitem a identificagdo das
espécies. Essa identificacdo é fundamental para o tratamento e o controle da doenca,
uma vez que a conduta terapéutica varia de acordo com a espécie. O antimonial de
meglumina ou a anfotericina B sdo recomendados para L. (V.) braziliensis, enquanto
a pentamidina ou a anfotericina B s@o indicadas para L. (V.) guyanensis. Objetivos:
Este estudo teve como objetivo desenvolver e validar um painel de gPCR para o
diagnostico molecular e a identificagao de espécies de leishmaniose, comparando sua
eficacia em amostras de biopsia e de papel de filtro. Metodologia: Foi realizado um
estudo prospectivo com 442 pacientes com suspeita clinica de leishmaniose. Ensaios
de gPCR com sondas TagMan™ foram desenvolvidos, utilizando os genes ITS7 e
HSP70 para a detecgao dos subgéneros e das espécies. A microscopia foi utilizada
como padrao ouro. A acuracia diagndstica, a concordancia entre os testes e a
correlagdo entre a carga parasitaria e as caracteristicas clinicas foram avaliadas por
meio de analises estatisticas, como sensibilidade, especificidade, indice Kappa e
método de Bland-Altman. Resultados: Os ensaios de qPCR demonstraram
sensibilidade de 99,7% e especificidade de 94-95% em comparagdo com a
microscopia. A concordancia entre os ensaios moleculares e o padrao ouro foi quase
perfeita (Kappa de 0,95-0,96). L. (V.) guyanensis (83%) e L. (V.) braziliensis (12%)
foram identificadas como as espécies predominantes. Os ensaios validaram o uso de
amostras de papel de filtro, que apresentaram desempenho comparavel ao das
bidpsias. Conclusao: O painel de qPCR desenvolvido constitui uma ferramenta
robusta e pratica para o diagnéstico da leishmaniose, oferecendo vantagens
significativas em relagdo a microscopia, incluindo a identificagdo de espécies e a

validacao do uso de amostras em papel de filtro.

Palavras-chave: Leishmaniose; Diagndstico Molecular; gPCR; ITS1 e HSP70.
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ABSTRACT

Introduction: Leishmaniases are infectious diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania, which include the subgenera Leishmania and Viannia, both of medical
relevance. The clinical manifestation of the disease is variable; however, diagnosis still
represents a challenge, as traditional methods such as microscopy have low sensitivity
and do not allow species identification. This identification is essential for disease
treatment and control, since therapeutic management varies according to the species.
Meglumine antimoniate or amphotericin B are recommended for L. (V.) braziliensis,
while pentamidine or amphotericin B are indicated for L. (V.) guyanensis. Objectives:
This study aimed to develop and validate a gPCR panel for molecular diagnosis and
species identification of leishmaniasis, comparing its effectiveness in biopsy and filter
paper samples. Methodology: A prospective study was conducted with 442 patients
with clinical suspicion of leishmaniasis. qPCR assays using TagMan™ probes were
developed, targeting the ITS7 and HSP70 genes for detection of subgenera and
species. Microscopy was used as the gold standard. Diagnostic accuracy, agreement
between tests, and the correlation between parasite load and clinical characteristics
were evaluated using statistical analyses such as sensitivity, specificity, Kappa index,
and Bland—Altman method. Results: The gPCR assays showed a sensitivity of 99.7%
and specificity of 94-95% compared to microscopy. Agreement between molecular
assays and the gold standard was almost perfect (Kappa = 0.95-0.96). L. (V.)
guyanensis (83%) and L. (V.) braziliensis (12%) were identified as the predominant
species. The assays validated the use of filter paper samples, which showed
performance comparable to biopsy samples. Conclusion: The developed qPCR panel
is a robust and practical tool for the diagnosis of leishmaniasis, offering significant
advantages over microscopy, including species identification and validation of filter

paper samples.

Keywords: Leishmaniasis; Molecular Diagnosis; qPCR; ITS1 and HSP70.
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1.

INTRODUCAO

1.1 Aspectos historicos, gerais e epidemiolégicos

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenga que remonta a
séculos passados, sendo mencionada em textos desde a Antiguidade (1).
Trata-se de uma doenga originaria de regides tropicais e subtropicais,
causada por parasitas do género Leishmania, transmitidos pela picada de

flebotomineos, também conhecidos como mosquito-palha (2).

As leishmanioses sdo doencas infecciosas causadas por protozoarios
intracelulares do género Leishmania. Esse género inclui quatro subgéneros
(Leishmania, Viannia, Mundinia e Sauroleishmania), dos quais dois
apresentam relevancia para a medicina humana. No subgénero Leishmania,
estdo incluidas as espécies L. (Leishmania) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (L.)
donovani e L. (L.) infantum, do Velho Mundo, e as espécies L. (L.) mexicana,
L. (L.) amazonensis e L. (L.) venezuelensis, do Novo Mundo (2). Ja no
subgénero Viannia, as espécies do Novo Mundo incluem L. (Viannia)

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana (3).

Dependendo da espécie envolvida e das caracteristicas do
hospedeiro, a manifestagao clinica pode variar entre a forma assintomatica,
a leishmaniose cutanea (LC), a leishmaniose mucosa (LM) e a leishmaniose
visceral (LV) (4) (Figura 1).

Figura 1. Variagdes clinicas da leishmaniose tegumentar americana.

(A) Leishmaniose cutanea; (B) L. mucosa; (C) L. visceral. Fonte: (5,6,7).
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A LTA (leishmaniose tegumentar americana) faz parte de um grupo de
doencgas denominadas “doengas negligenciadas”, que acometem milhares de
pessoas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (8). Apesar do
impacto devastador na saude publica, essas doengas sao frequentemente
deixadas a margem das pesquisas e do desenvolvimento farmacéutico, que

tendem a se concentrar em enfermidades que afetam paises mais ricos (8).

Essa doenga € um exemplo claro dessa marginalizagdo: uma
enfermidade grave que, apesar de sua severidade, recebe pouca atengao e
investimento em pesquisa e tratamento (8). Apresenta distribuicdo mundial,
com maior prevaléncia na Africa, Asia e Américas. Cerca de 84% dos casos
sao notificados em dez paises, como Brasil, Colémbia e Peru. De acordo com
a Organizagao Mundial da Saude (OMS), mais de um bilhdo de individuos
habitam regides endémicas para essa doenga, o que reforca seu status critico

como um desafio significativo para a saude publica (9). (Figura 2).

Vo
N ]
£ f\ﬁ 7

(724

] ’;7‘0

&ﬁ
1N
\

Bt}
bR e
¢ /f/_" Y o

N \ ,{5 v,,‘\hw?,
° gz LLA\x
o o~

el
Iy,
o TN R \
| ]
K| / y'ﬁ
S .
o &

Countries reporting imported CL cases, 2023 Spain-9 Number of new CL cases, 2023
Lebanon - 134 Venezuela (Bolivarian Republic of) - 14 Kuwait - 7 [ 0 cases reported
Belgium - 33 Bolivia - 13 Mexico - & °
Switzerland - 33 Germany - 12 Netherlands - & <100
Egypt - 27 Libya - 10 Oman -2 [ 100-999 No autochthonous cases reported
Clomuaczs g9 £ s . - B o
United Arab Emirates - 15 Qatar -9 Thailand - 1 . =s000 [ ot appiicatie

Figura 2: Mapa da incidéncia da leishmaniose tegumentar americana forma
cutédnea no mundo. Fonte: WHO, 2024 (9).

Historicamente, a LTA tem sido uma ameacga constante, especialmente
em areas com condi¢gdes socioecondmicas desfavoraveis, onde o controle dos
vetores e 0 acesso a tratamentos adequados sdo escassos, perpetuando um

ciclo de vulnerabilidade e sofrimento (10). Os insetos flebotomineos sao vetores
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essenciais na propagacgao da doenga, que afeta tanto humanos quanto animais,
desencadeando diferentes formas clinicas, desde lesbes cutaneas simples até

formas viscerais graves que podem levar a morte (11).

Epidemiologicamente, a LTA apresenta ampla distribuicdo geografica,
estando presente em diversos paises ao redor do mundo, com maior incidéncia
em areas onde as condi¢cdes sanitarias sdo precarias e o ambiente € propicio a

proliferacéo dos vetores (11).

Esse cenario complexo envolve variaveis ambientais, climaticas e sociais
que contribuem para a persisténcia e disseminagdo da doenga, exigindo
abordagens integradas de controle e prevengdo (11). Ademais, fatores
socioeconémicos, como pobreza e desigualdade, agravam os impactos da
leishmaniose, criando barreiras adicionais ao acesso ao diagnostico precoce e

ao tratamento adequado (12).

Outro fator que favorece a propagacao da doencga é a falta de recursos
financeiros para campanhas de educacdo em saude e para investimentos em
pesquisa e desenvolvimento de novas terapias, o que limita ainda mais as
opgdes disponiveis para o enfrentamento dessa doenga negligenciada

globalmente (12).

Assim, € imperativo adotar abordagens multidisciplinares que considerem
nao apenas os aspectos bioldgicos da doenga, mas também suas interagdes
complexas com fatores ambientais, climaticos e sociais. Diante dessas
circunstancias, os dados epidemiolégicos precisam ser considerados de forma

integrada (12).

Portanto, sob esses aspectos, a LTA caracteriza-se como uma doencga
infecciosa e zoondtica, que se manifesta como um espectro de formas clinicas,
abrangendo regides da Asia, Europa e Américas (13). Globalmente, estima-se a
ocorréncia de 700.000 a 1 milhdo de novos casos por ano (14). Os paises mais
afetados sdo aqueles com climas tropicais e subtropicais, como india, Sudao,

Afeganist&o e Brasil (14). A leishmaniose visceral (LV) & mais prevalente na india
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e no Sudao, enquanto a leishmaniose cutanea predomina em paises do Oriente
Médio, da América Latina e do Norte da Africa (15).

De acordo com a OMS, fatores como mudancas climaticas, conflitos
armados e migragao tém contribuido para a expansédo da leishmaniose em
regides anteriormente nao endémicas (16). O controle global da doenga é
desafiado pela falta de acesso ao tratamento em areas endémicas e pela
resisténcia do parasito aos medicamentos, o que demanda esforgos
internacionais para o desenvolvimento de novas estratégias de prevengao e

controle (17).

O Brasil € um dos paises mais afetados pela LTA, especialmente pela
forma visceral, que é a mais grave e pode ser fatal se nédo tratada (18). Entre
2017 e 2021, o pais registrou uma meédia de 3.500 a 4.000 casos anuais de
leishmaniose visceral, com maior prevaléncia nas regides Norte e Nordeste (18).
No entanto, a leishmaniose cutdnea é ainda mais frequente, afetando cerca de

20.000 pessoas por ano em diversas regides (19).

Essa alta prevaléncia é atribuida a fatores como o desmatamento, a
expansao agricola, a urbanizagao desordenada e a migragao populacional para
areas endémicas (20). O controle da doenga no Brasil enfrenta desafios
adicionais, como a falta de diagndstico precoce e o tratamento insuficiente, o que
contribui para a perpetuagao dos ciclos de transmissao e o aumento dos casos
(21).

No estado do Amazonas, a leishmaniose cutédnea é particularmente
prevalente (21). Essa forma de LTA esta associada ao ecossistema amazénico,
onde as condicbes ambientais favorecem a proliferacdo dos vetores
flebotomineos (21). Estudos mostram que a leishmaniose cutanea representa
mais de 90% dos casos notificados no estado, com aumento nos ultimos anos
devido ao desmatamento e a ocupacgao de areas florestais para atividades

agricolas (21).

Além disso, as populagdes indigenas e ribeirinhas, que vivem em regides
isoladas e com acesso limitado aos servigcos de saude, s&o particularmente

vulneraveis (20). As dificuldades no controle da doenga no Amazonas incluem
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barreiras geograficas, falta de infraestrutura de saude e limitagbes no acesso ao

diagndstico e ao tratamento adequados (21).

1.2 Agente etiolégico e ciclo biolégico

A LTA é uma doenga parasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania, apresentando um ciclo biolégico complexo que envolve multiplos

agentes e etapas distintas (22). (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo biolégico da Leishmania. Fonte: Sacks, 2002 (23).

No estado do Amazonas, a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
apresenta elevada diversidade de espécies do género Leishmania, com
predominancia do subgénero Viannia (24). Entre as espécies mais prevalentes,
destacam-se Leishmania (Viannia) guyanensis como a principal agente
etiolégico, seguida por Leishmania (Viannia) braziliensis, padrdo amplamente
observado na Amazoénia brasileira (25,26). Outras espécies, como Leishmania
(Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lainsoni e Leishmania (Leishmania)

amazonensis, também sao identificadas, embora com menor frequéncia (25).

No contexto especifico de Manaus, estudos epidemiolégicos demonstram
igualmente o predominio de Leishmania (V.) guyanensis, refletindo o padrao

observado no restante do estado (27). A urbanizagdo crescente e a proximidade
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com areas de floresta favorecem a adaptacdo dos vetores ao ambiente
periurbano, sustentando a transmissdo da doenca (27,28). Além disso, a
presenca de outras espécies, como L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis,
embora menos frequente, possui relevancia clinica, podendo influenciar na

resposta terapéutica e na evolugéo dos casos (29).

Dessa forma, o conhecimento da distribuicdo das espécies em Manaus e
no Amazonas € essencial para o aprimoramento das estratégias de diagndstico,
controle e manejo da LTA (27,28), pois a diversidade de espécies esta associada
a complexidade ecologica da regiao amazobnica, envolvendo multiplos vetores
flebotomineos e reservatérios silvestres, o que contribui para a manutencgao do

ciclo de transmissao e para a variabilidade clinica da doenga. (27)

Para a compreensao da dinamica da doenga, é essencial explorar tanto o
agente etiologico quanto seu ciclo de vida (30). Os principais vetores da
leishmaniose séo insetos dipteros da familia Psychodidae, pertencentes a
subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente como flebotomineos ou

“mosquito-palha”. (30)

No Brasil, os géneros mais importantes sdo Lutzomyia (no Novo Mundo)
e Phlebotomus (no Velho Mundo), (26,31,32) sendo o primeiro responsavel pela
transmissao das espécies de Leishmania nas Américas. Entre os vetores de
maior relevancia epidemiologica na regido amazonica, destacam-se Lutzomyia
umbratilis, principal transmissor de Leishmania (Viannia) guyanensis, e
Lutzomyia flaviscutellata, associada a transmissao de Leishmania (Leishmania)

amazonensis (32,33).

Esses insetos apresentam habitos crepusculares e noturnos e elevada
adaptacao a ambientes florestais, embora algumas espécies também sejam
encontradas em areas periurbanas, favorecendo a aproximagcdo com o homem
(30,33). A transmissao ocorre durante o repasto sanguineo da fémea infectada,
que inocula formas promastigotas do parasito na pele do hospedeiro, mantendo
o ciclo entre reservatdrios animais e humanos (30,31). O ciclo biolégico desse
parasita envolve uma relagao entre o vetor e seu hospedeiro, que pode ser tanto

humano quanto animal (33).



Nesse sentido, quando o mosquito infectado realiza a transmissao para o
hospedeiro, deposita o parasita, que posteriormente invade células do sistema
imunoldgico, especialmente os macréfagos (33). A medida que as formas
amastigotas se multiplicam, os macréfagos se rompem, liberando parasitas que
sao fagocitados por outros macréfagos, transformando essas células em locais

de replicacao (33).

No ciclo biolégico da Leishmania, a transformagado do parasita € um
processo complexo e crucial para sua sobrevivéncia no ambiente intracelular dos
hospedeiros vertebrados (34). Apds a inoculagao pelo flebotomineo, as formas
promastigotas enfrentam um ambiente desafiador ao migrarem para os

macrofagos, células responsaveis pela fagocitose de patdgenos (33).

Dentro dos macrofagos, ocorre a transformacédo dos promastigotas em
amastigotas, uma adaptagdo necessaria para escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e garantir sua replicacdo e persisténcia (34). Esse
processo intracelular ndo apenas sustenta a infecgado, mas também desencadeia
respostas inflamatérias e imunolégicas que caracterizam a patogénese da

leishmaniose (35).

Quando um flebotomineo infectado realiza o repasto sanguineo, injetando
formas promastigotas de Leishmania na pele do hospedeiro, essas formas,
moveis e flageladas, sdo rapidamente fagocitadas por células do sistema
imunoldgico, como macréfagos e neutrofilos (36). Dentro dessas células, o
ambiente acido dos fagolisossomos induz a transformacgao dos promastigotas
em amastigotas, uma forma néo flagelada, adaptada ao ambiente intracelular e
resistente as enzimas lisossdbmicas do hospedeiro. As amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria no interior dos fagolisossomos dos macréfagos
(36).

Esse processo de multiplicagdo causa a destruicdo gradual dos
macrofagos infectados, liberando amastigotas que podem infectar novas células
e propagar a infeccdo (37). A capacidade dessas formas de resistirem ao

ambiente hostil dos fagolisossomos e de modular as respostas imunes permite
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que o parasita evite sua eliminacao, favorecendo a manuteng¢ao da infeccéo

cronica (37).

Adicionalmente, a interagdo da Leishmania com os macrofagos néo se
limita a replicagao intracelular; ela também influencia a resposta imunoldgica do
hospedeiro (38). A infecgao pode resultar em um desequilibrio do sistema imune,
com supressao de respostas celulares especificas essenciais para o controle da

infeccao (38).

As amastigotas podem persistir no hospedeiro por periodos prolongados,
mesmo em pacientes tratados, devido a sua capacidade de se abrigarem em
células do sistema imunolégico (38). Em casos de leishmaniose visceral, o
parasita pode disseminar-se para 6rgaos internos, como figado, bago e medula
Ossea, onde causa inflamacao crbnica e danos teciduais (39). Essa persisténcia
contribui para a cronicidade da infeccdo e para as dificuldades no tratamento

completo da doencga (39).

Por fim, o entendimento do agente etiolégico e do ciclo biolégico do
parasita é fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
controle e prevencao (40). Compreender as interacbes entre parasita,
hospedeiro e vetor permite direcionar medidas preventivas, como o controle de

vetores e o tratamento precoce dos casos diagnosticados (40).

1.3 Formas clinicas

A forma cutanea da LTA é a manifestacdo mais comum da doencga, sendo
caracterizada por lesdes ulcerativas na pele, geralmente nos locais da picada do
flebotomineo (41). As lesdes iniciam-se como papulas ou nédulos eritematosos,
que podem evoluir para ulceras com bordas elevadas e fundo granuloso (41)
(Figura 4). Em muitos casos, sado indolores, mas podem se complicar com
infeccdes bacterianas secundarias (42). A cicatrizagao pode ocorrer de forma
espontanea apos alguns meses, porém frequentemente deixa cicatrizes

desfigurantes (42).
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A forma cutanea da LTA é comum na América Latina e na Asia, sendo

espécies como L. (V.) braziliensis e L. (L.) major associadas a essa apresentagao
clinica (43).

Figura 4. Leishmaniose tegumentar americana — forma cutanea. (A) Ulcera de
pioderma gangrenoso com margens irregulares; (B) Lesédo ulcerada crostosa,

localizada no brago direito, com area cicatricial acima. Fonte: (44, 45).

A forma disseminada da LTA é uma apresentagéo rara e mais grave da
leishmaniose cutanea, caracterizada pela presenca de multiplas lesdes
espalhadas por diversas partes do corpo, incluindo face, tronco e membros (46).
Esse tipo de doenga esta associado principalmente a infecgbes por L. (V.)
braziliensis e ocorre com maior frequéncia em areas endémicas da Ameérica

Latina, como Brasil e Peru (47).

A disseminacao das lesdes deve-se a uma resposta imune ineficaz, que
permite a propagacao do parasita pelo organismo (47). Dessa forma, pacientes
com a forma disseminada podem apresentar dezenas de lesdes, sendo essa
manifestacdo também caracterizada pela dificuldade no tratamento e por altas

taxas de recidiva (48).

A forma difusa da LTA, também conhecida como leishmaniose cutanea
anérgica, é caracterizada pela presencga de nédulos e placas extensas na pele,
sem tendéncia a ulceracao (49). Essas lesdes sao difusas e simétricas, podendo
acometer face, membros e tronco (49). Esse tipo de LTA esta associado a uma
resposta imunolégica altamente deficiente contra o parasita, resultando na
auséncia de controle da infec¢ao e na disseminacdo do agente na pele (50).
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A espécie L. (L.) amazonensis é frequentemente associada a forma

difusa, que ocorre principalmente na América do Sul (51). Essa forma da doencga

€ crbnica, de dificil tratamento e apresenta altas taxas de recidiva apds a terapia
(52).

A forma mucocuténea da LTA é uma apresentagao grave e desfigurante,
caracterizada pelo comprometimento das mucosas das vias aéreas superiores,
como nariz, boca e garganta, geralmente apds uma infec¢ao cutanea inicial (53).
Inicialmente, a doenca manifesta-se por lesdes cutaneas; entretanto, apds
meses ou até anos, o parasita pode disseminar-se para as mucosas, causando
ulceragdes destrutivas que comprometem estruturas como o nariz, o palato e a
faringe (54). Essa forma € mais comum na América Latina e frequentemente
associada a L. (V.) braziliensis (55). Devido a gravidade das lesdes e ao
potencial de desfiguragao, o tratamento é complexo e pode exigir intervencdes

cirurgicas e terapias prolongadas (55).

1.4Diagnéstico

O diagndstico da leishmaniose baseia-se no julgamento clinico,
considerando informagdes epidemiolégicas da regidao, associado a métodos
laboratoriais, como a identificacdo direta do parasita por meio de microscopia ou
cultura (56,57). O diagndstico da LTA exige precisdao e sensibilidade, pois
envolve a avaliacdo de diversos fatores, desde os sintomas clinicos até o
histérico do paciente e a regiao geografica de origem (58). Em criangas, os sinais
podem ser sutis, com febre persistente e mal-estar geral; ja em adultos, as

manifestagdes cutdneas ou viscerais tendem a ser mais evidentes (58).

A microscopia continua sendo o método mais aceito para a observagao
de amastigotas em amostras de pele ou mucosa, sendo considerada o padréo
ouro. Entretanto, a microscopia apresenta limitacdes importantes que podem
comprometer sua acuracia diagnostica (59). Outros métodos, como a
caracterizagao por meio de anticorpos, S0 onerosos e exigem maior tempo para
obtengcdo de resultados (60), prejudicando a coleta precisa de dados

epidemiologicos e o controle da doenca.
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O diagndstico da LTA é um processo crucial que envolve diversas etapas

e técnicas, visando identificar a presenga do parasita Leishmania no organismo
do paciente (61). Inicialmente, a suspeita clinica é levantada com base nos
sintomas apresentados. Algumas formas da doenca podem apresentar lesdes
cutaneas, febre prolongada, perda de peso, entre outros sinais; no entanto,
devido a semelhanga com outras doengas, € essencial a realizagdo de exames

especificos para confirmagao da infecgéo (61).

Uma das técnicas mais utilizadas € a analise microscopica direta (62).
Esse método envolve a coleta de amostras de tecido, como aspirados de
linfonodos, medula &éssea ou lesbes cutaneas, que sao posteriormente
examinadas ao microscopio (62), sendo a presenca de formas amastigotas no
interior das células hospedeiras um indicativo claro da infecgdo. Embora seja um
meétodo simples e de baixo custo, sua sensibilidade pode variar, especialmente

em casos de infecgdo crénica ou em areas endémicas (62).

Outro método diagndstico € a cultura de parasitas, na qual as amostras
coletadas sdo incubadas em meios especificos para o crescimento de
Leishmania (63). Esse procedimento permite a identificacdo do parasita em
casos nos quais a microscopia direta ndo foi conclusiva (63). Apesar de ser mais
sensivel, a cultura requer infraestrutura laboratorial adequada e pode levar

semanas para fornecer resultados, atrasando o inicio do tratamento (63).

A principal limitagdo da PCR (polymerase chain reaction) é o custo e a
necessidade de equipamentos especializados, o que pode restringir seu uso em
areas com recursos limitados (64). Entretanto, sua utilizagdo no diagnéstico da
LTA traz beneficios significativos para o manejo da doenga, especialmente em
regides endémicas, onde pode ser confundida com outras enfermidades
infecciosas. Nesses casos, a PCR oferece maior precisao diagndstica, auxiliando
na escolha adequada do tratamento (65). Isso é fundamental, pois a escolha
inadequada de medicamentos pode ser ineficaz e contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia (65). Assim, a PCR torna-se uma ferramenta

valiosa tanto para o diagndstico quanto para a gestdo em saude publica (62).
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Além disso, a aplicacao da PCR pode ser ampliada por meio de inovacdes
tecnoldgicas e estratégias de financiamento (57). Projetos de saude global tém
investido em versdes portateis e mais acessiveis dos equipamentos necessarios,
visando ampliar a capacidade diagnostica em areas remotas (66). Iniciativas de
financiamento e colaboragao internacional podem contribuir para superar
barreiras financeiras, permitindo que mais comunidades tenham acesso a essa
tecnologia (66). Outro fator que dificulta o diagndstico € a idade do paciente, uma
vez que influencia a escolha dos testes e a interpretacédo dos resultados, devido

as variagdes do sistema imunoldgico ao longo da vida (69).

Portanto, o diagndstico da LTA é um processo complexo e multifacetado,
que exige uma abordagem cuidadosa e adaptada as especificidades de cada
caso, a fim de garantir que o tratamento seja iniciado de forma correta, rapida e
eficaz (69). A escolha do método diagndstico mais adequado depende de
diversos fatores, incluindo o tipo de leishmaniose, a disponibilidade de recursos,

a infraestrutura laboratorial e os dados epidemioldgicos (69).

Nenhuma das metodologias citadas permite a identificacdo precisa das
especies de Leishmania. Em razao disso, foram desenvolvidas técnicas
especificas, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), tipagem
por sequenciamento multilocus e espectrometria de massa (70,71,72). O padréo
ouro para identificacdo de espécies, segundo a OMS, é o MLEE (multilocus
enzyme electrophoresis), que exige o cultivo do parasita (56,73). Entretanto, o
cultivo in vitro de Leishmania € complexo e pode gerar resultados inconsistentes
entre diferentes grupos de pesquisa. Diante dessas limitagdes, surgiu a
necessidade do desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular mais

eficientes (74).

A PCR em tempo real, ou quantitativa (qQPCR), destaca-se por sua
rapidez, dinamismo e menor risco de contaminacao (3,54). Essa técnica utiliza
emissdao de fluorescéncia durante a amplificagdo, tornando-se altamente
especifica para alvos genéticos e reduzindo a ocorréncia de resultados falso-

positivos (75).
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A tecnologia TagMan™ permite a quantificagcdo de DNA e a detecgao
simultanea de multiplos alvos na mesma reagao, por meio de sondas especificas
que emitem fluorescéncia apds clivagem pela polimerase (76). As plataformas
de PCR apresentam alta sensibilidade, variando entre 92% e 100% (2,7,49,51),
e especificidade entre 84% e 100% (57), superando os cerca de 63,5% de
sensibilidade observados na microscopia (77). Ja a cultura apresenta
sensibilidade variavel e, muitas vezes, inferior, devido as dificuldades do cultivo

in vitro.

Considerando que a leishmaniose afeta principalmente populagdes
vulneraveis, frequentemente residentes em areas rurais remotas, com moradias
precarias e acesso limitado aos servicos de saude (78), tornam-se necessarias

alternativas diagndsticas mais acessiveis.

Nesse contexto, métodos como a impressdo em papel de filtro (press
imprint smear ou imprint) destacam-se (78). Trata-se de um procedimento de
baixo custo, de facil execugdo no ponto de atendimento e que dispensa
anestesia, cirurgia e hospitalizagao. Assim, a aplicacdo da PCR em amostras de
papel de filtro constitui uma alternativa sensivel e especifica aos métodos

tradicionais, nos quais a bidpsia € geralmente o material mais utilizado (79).

Portanto, o diagndstico ideal da LTA baseia-se na combinagao de
métodos clinicos e laboratoriais, garantindo a confirmagcdo da presenca do

parasita de forma precisa e eficiente (67).

1.5 Gene ITS1

O ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) € uma regido altamente variavel
do DNA ribossbmico, localizada entre os genes que codificam o RNA
ribossémico 18S e 5.8S. No diagndstico da LTA, o /ITS17 é util na identificagéo e
diferenciacdo de subgéneros de Leishmania (80). Esse alvo apresenta
sequéncias repetidas com pontos polimérficos capazes de discriminar espécies
(81). Além disso, esse marcador pode ser utilizado para distinguir os subgéneros

Leishmania e Viannia (82). A variabilidade dessa regido permite distingbes
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precisas entre diferentes espécies, aspecto essencial para o diagnostico e o

tratamento eficaz da doenca (80).

O uso de métodos moleculares, como a PCR, para amplificar a regido
ITS1 tem revolucionado a capacidade de detectar e identificar Leishmania em
amostras clinicas. Essa técnica pode ser comparada a um microscopio de alta
precisdo, capaz de revelar detalhes moleculares ndo visiveis por métodos

convencionais (83).

Com a amplificagao da regidao ITS1, obtém-se um “retrato” molecular das
espécies presentes, possibilitando diagnosticos mais rapidos e precisos, o que é
fundamental para o inicio de tratamentos especificos, seguros e eficazes (83). A
identificacdo de subgéneros em parasitas do género Leishmania é essencial
para o diagndstico, tratamento e controle epidemioldgico da LTA, uma vez que
diferentes subgéneros estdo associados a manifestagdes clinicas distintas e
respondem de maneira variavel aos tratamentos (83). O /ITS71 é amplamente
utilizado para essa diferenciagao devido a sua variabilidade genética associada

a regides conservadas entre espécies proximas (84).

O gene ITS1 tem sido empregado em métodos de biologia molecular,
incluindo reagdes de sequenciamento, para distinguir subgéneros (85). Outro
aspecto importante é que a PCR com iniciadores especificos para a regiao ITS1
permite a amplificacdo de fragmentos com tamanhos caracteristicos, facilitando

a identificacao rapida e precisa (86).

Além disso, a analise do ITS71 nado apenas facilita a identificacdo de
subgéneros, mas também contribui para o estudo da epidemiologia da LTA,
fornecendo informagdes relevantes sobre a distribuicdo geografica e a
diversidade genética das populagcdes do parasita (87). Esses dados sao
fundamentais para a implementagdo de estratégias de controle, direcionando
esforcos para areas de maior risco e permitindo a adaptacao das intervengdes

as particularidades locais (87).

Consequentemente, ao identificar padrdes de distribuicdo das diferentes

espécies de Leishmania, € possivel prever surtos e monitorar a eficacia das
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medidas de controle (87). Por exemplo, a detecgdo de variantes com possivel
resisténcia a tratamentos em uma regido especifica pode levar ao fortalecimento

da vigilancia e ao ajuste das estratégias terapéuticas (87).

Ademais, a analise do ITS71 pode auxiliar na deteccao de surtos
emergentes em regides anteriormente consideradas livres da doenca (73), bem
como no monitoramento da expansado para novas areas, influenciada pelo
aumento da mobilidade humana e pelas mudancas climaticas, que favorecem a
dispersado dos vetores da LTA (88). Assim, a identificagdo rapida das espécies
envolvidas permite respostas mais ageis, com adequagdo das medidas
preventivas e terapéuticas conforme as caracteristicas epidemioldgicas de cada

espécie (89).

O gene ITS1 também contribui para estudos filogenéticos mais
abrangentes, permitindo a analise das relagdes evolutivas entre diferentes
espécies de Leishmania (90). Dessa forma, o uso dessa regido genética
representa um avanco significativo no diagndstico molecular, na caracterizagao

epidemioldgica e no apoio as estratégias de saude publica (91).

1.6 Gene HSP70

O gene HSP70 (heat shock protein 70) codifica uma proteina pertencente
a familia das proteinas de choque térmico, essenciais para a sobrevivéncia
celular sob condigdes de estresse e variagdes de temperatura (92). Esse gene é
amplamente empregado em técnicas moleculares, como PCR e
sequenciamento, para a identificagcao e distincdo de espécies de parasitas,

incluindo Leishmania (92).

A regiéo central do gene HSP70 apresenta variabilidade suficiente para
permitir a diferenciagdo entre as principais espécies do género Leishmania,
especialmente aquelas dos complexos L. (L.) donovani (causador da
leishmaniose visceral) e L. (L.) mexicana (associado a leishmaniose cutanea,
entre outras formas clinicas da doenga) (93). Diferentes estudos também
aplicam técnicas de PCR-RFLP ao gene HSP70, permitindo a obtencgéo de perfis
especificos para cada espécie de Leishmania e auxiliando na identificacdo em

amostras clinicas (94).
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A caracterizagdo molecular de espécies de Leishmania utilizando o
HSP70 apresenta grande relevancia epidemiolégica, pois possibilita a
identificagc&o precisa das espécies em areas endémicas, sendo essencial para o
controle da doenga e o planejamento de estratégias de saude publica (95). Essa
caracterizagdo também contribui para o diagnostico diferencial das formas
clinicas da leishmaniose e para a compreensiao das particularidades de cada
espécie em termos de patogenicidade e resposta ao tratamento, favorecendo o

manejo adequado da doenga (96).

Portanto, a escolha desse alvo esta relacionada as suas diferentes
aplicacdes e objetivos. O HSP70 apresenta sequéncias uteis para a identificacéo
de espécies (97), incluindo uma regiao polimérfica de aproximadamente 234 pb
(pares de bases), com capacidade de discriminar espécies de Leishmania
associadas a LTA (98).

Diante do panorama descrito, os desafios relacionados a ampla
diversidade genética das espécies de Leishmania na Amazonia brasileira, que
coexistem e causam leishmaniose cutanea (LC) (99), s&do de grande interesse
cientifico. Nesse contexto, € fundamental promover avangos tecnolégicos em
biologia molecular nos servigos de referéncia, de modo a superar as limitagdes
do diagnéstico tradicional, tornando-o n&o apenas seguro, rapido, sensivel,
especifico e quantitativo, mas também capaz de caracterizar as espécies
presentes nas amostras. Essa capacidade é crucial para o tratamento eficaz e

oportuno, contribuindo para a reducéo de custos em saude publica.

Assim, a proposta deste estudo foi avaliar a aplicacdo de um novo
protocolo de gPCR baseado em sondas TagMan™, desenvolvido in house, com
capacidade de identificar subgéneros (Leishmania e Viannia) e espécies (L. (V.)
guyanensis e L. (V.) braziliensis), utilizando os genes ITS1 e HSP70,
respectivamente. Além disso, foram avaliadas as diferencas de sensibilidade na
identificacdo de subgéneros e espécies, comparando diferentes tipos de
amostras (bidpsia e papel de filtro), com o objetivo de definir uma abordagem

diagndstica mais sensivel para a LTA, por meio de métricas de validagao.
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2.JUSTIFICATIVA

A técnica de gPCR tem se destacado como uma ferramenta de grande
importancia na identificacdo e deteccdo de Leishmania. Sua precisao,
sensibilidade e rapidez a tornam essencial para a pesquisa e o diagnostico dessa
infecgao. A aplicacdo da qPCR na identificacdo de doencas parasitarias tem sido
fundamental para aprimorar o diagndstico e orientar o tratamento adequado,
devido a sua capacidade de detectar e quantificar com precisdo o DNA dos

parasitas, incluindo os do género Leishmania.

A gPCR, como metodologia para identificagao de espécies, oferece uma
ferramenta que supera limitagcdbes de métodos tradicionais, como exames
sorolégicos e microscopia, atualmente considerados padrdo ouro segundo a
OMS. A identificacdo de espécies por meio da qPCR também fornece
informacgdes relevantes sobre a epidemiologia da doenca e sua distribuicdo em
areas endémicas, o que é fundamental para a implementacdo de medidas de

controle e prevengéo.

No que se refere as manifestagdes clinicas, que estdo diretamente
relacionadas ao agente etioldgico, a correta identificacdo da espécie proporciona
avancos significativos na escolha do tratamento mais adequado para o paciente,
além de contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas terapias e

farmacos.

Embora a biologia molecular tenha avancado consideravelmente nos
ultimos anos, ainda ndo ha consenso quanto ao uso de marcadores moleculares
padronizados para o diagndéstico da LTA, o que dificulta o desenvolvimento de
um ensaio unico capaz de determinar simultaneamente a carga parasitaria e a

identificacdo da espécie de Leishmania.

A diversidade genética dos parasitas e a variabilidade dos métodos
moleculares constituem alguns dos principais obstaculos. Cada marcador
molecular como genes, regides conservadas, regides polimorficas, sequéncias
repetitivas ou outras regides gendmicas apresenta vantagens e limitagdes.
Diante disso, a combinagao de diferentes ensaios pode ser uma estratégia eficaz

para maximizar a acuracia do diagnéstico molecular.
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A tecnologia de sondas utilizada neste estudo, TagMan™, caracteriza-se

por permitir, além da quantificacado precisa de DNA, a deteccao simultanea de
multiplos alvos na mesma reagao, por meio do uso de sondas especificas para

diferentes regides génicas de distintas espécies.

Por fim, a gPCR representa uma ferramenta de grande valor na
identificacao e detecgéo de Leishmania. Sua alta sensibilidade, especificidade e
rapidez ndo apenas aumentam a precisdo diagnostica, mas também tém o

potencial de orientar o tratamento adequado e melhorar a eficacia terapéutica.

Diante do exposto e em consonancia com o0s avangos da biologia
molecular, este estudo teve como objetivo desenvolver novos alvos moleculares
utilizando a gPCR, in house, em um servico de referéncia em doencas
dermatoldgicas e tropicais. A proposta visa proporcionar um diagnostico seguro,
rapido, sensivel e especifico, além de permitir a identificacdo da espécie
presente na amostra, o que é fundamental para a escolha do tratamento mais
eficaz, considerando que algumas espécies de Leishmania ndo respondem
adequadamente ao tratamento de primeira linha, sendo necessaria a utilizagao

de outros farmacos.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver e validar um painel de gPCR para o diagnodstico molecular e a
identificacdo de espécies de Leishmania, comparando a eficacia em amostras de

bidpsia e papel de filtro.

3.2 Especificos

1. Elaborar um algoritmo com novos alvos moleculares para determinagdo do

subgénero e espécies causadoras da LTA;

2. Analisar a melhor amostra bioldgica (bidpia e papel de filtro) na identificacdo de

especies;

3. Comparar a acuracia entre os testes moleculares e o exame direto.
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Declaracao de ética

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios estabelecidos na
Declaracéo de Helsinque e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Alfredo da Matta (FUHAM), CAAE:
54683621.8.0000.0002. Todos os participantes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apenas pacientes maiores de idade

Fundagdo Hospitalar sob o

foram incluidos. A estrutura da pesquisa seguiu as diretrizes para o relato de
estudos de acuracia diagnéstica (STARD — Standards for Reporting of Diagnostic
Accuracy Studies) (100).

4.2 Cepas de Referéncias

As cepas de referéncia estavam conservadas em nitrogénio liquido no
Laboratério de Entomologia da Fundagao de Medicina Tropical — Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD) e foram cedidas para este estudo. As cepas foram
reativadas em meio bifasico a 28 °C, constituido por fase sélida composta por
sangue de coelho e BHI-agar (Brain Heart Infusion Agar) [meio Novy—Nicolle—
McNeal (NNN)] e, na fase liquida, por meio Schneider suplementado com 20% de

soro fetal bovino inativado (FBS).
A viabilidade celular foi avaliada por microscopia oOptica, considerando a
motilidade dos parasitas. Para a analise de validagdo do ensaio por qPCR, seis

cepas de Leishmania foram analisadas. (Tabela 1).

Tabela1. Espécies utilizadas como cepas de referéncia no estudo.

Espécies Cadigo internacional | Pais Teste
L. (V.) guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 | Brasil | gPCR Padronizag&o
L. (V.) braziliensis MHO/BR/1975/M2903 Brasil | gPCR Padronizagao
L. (V.) naiffi MDAS/BR/1979/M5533 | Brasil | qPCR Padronizagao
L. (V.) lainsoni MHOM/BR/1981/M6426 | Brasil | gPCR Padronizagao
L. (V.) shawi MCEB/BR/1984/M8408 | Brasil | qPCR Padronizagao
L. (L.) amazonensis | IFLA/BR/1967/PH8 Brasil | gPCR Padronizagao
Trypanosoma cruzi TclV Brasil | Inclusdo e exclusdo
Trypanosoma rangeli | AM193 Brasil | Incluséo e excluséo
Plasmodium vivax SAL-1 Brasil | Inclusdo e exclusdo
Sporothrix brasiliensis| Ss54 Brasil | Inclusao e exclusao
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4.3 Amostras clinicas

Este estudo foi realizado por conveniéncia. O recrutamento e a coleta dos
materiais bioldgicos ocorreram entre 2021 e 2025 na Fundacao Hospitalar Alfredo
da Matta (FUHAM) e na Fundagéo de Medicina Tropical — Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), ambas localizadas em Manaus, Amazonas, Brasil. Nessas
unidades de saude, todos os individuos maiores de idade que se apresentaram
com lesdes cutaneas ou mucosas sugestivas de leishmaniose foram identificados,

incluidos e submetidos ao exame parasitolégico direto (microscopia).

Essa técnica consistiu na escarificacédo e preparagdo de esfregagos da
borda interna da ulcera ou da superficie de lesdes fechadas em laminas coradas.
O critério para definicdo de amostras positivas ou negativas foi a visualizagao, ou
nao, de formas amastigotas, seguindo as diretrizes diagnésticas padrdo para
leishmaniose. As laminas foram coradas pelo método pandtico e examinadas por
um parasitologista experiente, sob microscopia éptica com aumento de 1000x,
utilizando d6leo de imersdo, sendo avaliados, no minimo, 100 campos

microscoépicos antes da classificagdo de uma amostra como negativa.

Para minimizar vieses, a leitura das laminas foi realizada por um avaliador
cego aos resultados da qPCR e as informagdes clinicas dos pacientes; entretanto,
os executores da qPCR tinham conhecimento dos resultados da microscopia. O
exame parasitolégico direto foi adotado como padrao-ouro devido a sua ampla
disponibilidade, baixo custo e rapidez em ambientes clinicos de rotina na regiao
de estudo, representando o método diagndstico de referéncia na pratica clinica

local para leishmaniose cutanea.

E importante destacar que a coleta das amostras para o teste indice (QPCR,
a partir de bidpsias ou papel de filtro) e para o padrédo de referéncia (microscopia,
por exame direto) ndo ocorreu de forma concomitante, em razdo das diferentes
naturezas dos procedimentos envolvidos. Nao foram observados eventos
adversos significativos associados aos procedimentos de coleta ou a realizagéo

dos testes microscopicos e moleculares durante o estudo.

Na area escarificada, foi pressionado um papel de filtro estéril (NucleoCard
for Blood Storage — MACHEREY-NAGEL®) para absor¢ao do material da leséo.
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Cada papel de filtro foi devidamente identificado e recebeu de dois a quatro pontos
de coleta (imprint). Para a obtencao da biépsia da borda da lesdo, o clinico
responsavel aplicou anestesia local com 0,3 mL de cloridrato de lidocaina a 2%.
Em seguida, um fragmento de 4 mm de tecido foi coletado com o uso de punch.
O material foi armazenado em microtubos de 1,5 mL contendo solugao fisioldgica

e encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular da FUHAM.

4.4 Extracao de DNA

O kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) foi utilizado para a extragdo de DNA
a partir de cepas de referéncia e de amostras clinicas (bidpsias e papel de filtro),
seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram armazenadas a -20 °C.
A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a
0,8%, e a pureza foi avaliada pelo calculo da razdo 260/280, utilizando o

espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific™).

4.5 Selecao dos alvos moleculares

Para determinar a performance analitica da gqPCR, dois marcadores
moleculares amplamente empregados no diagnéstico da leishmaniose foram
selecionados: os genes ITS1 e HSP70. Um total de 146 isolados foi utilizado para
o desenho dos sistemas, com base em sequéncias genéticas obtidas do GenBank
(Tabelas S1 e S2).

O alinhamento das sequéncias, realizado com o software MEGA 11,
permitiu a identificagdo de regides conservadas e polimérficas necessarias para o

desenvolvimento dos novos sistemas moleculares.

4.6 Desenho de Primers e sondas

O software Primer3Plus (v. 0.4.0) foi utilizado para avaliar a temperatura de
melting (Tm), o conteudo de %GC, a formagcdo de autodimeros, hairpins,
heterodimeros, sequéncias repetitivas e a energia livre de Gibbs (AG). Em
seguida, foi selecionada uma regiao curta (10—-20 nucleotideos) especifica para o

desenho das sondas.
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O software Primer Express™ v. 3.0 (Applied Biosystems, CA, EUA) foi
utilizado para avaliar a Tm, o conteudo de %GC e possiveis incompatibilidades
nas regides candidatas, considerando o uso de sondas com cauda MGB (Minor

Groove Binder).

4.7 Analise in silico dos alvos moleculares selecionados

Os primers desenvolvidos foram avaliados por PCR in silico e verificados
quanto a especificidade utilizando o programa Primer-BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (101). As sequéncias dos primers e das sondas foram
comparadas com os nucleotideos depositados no NCBI por meio do BLASTn

(Nucleotide BLAST), para confirmagao da especificidade em relag&o as espécies.

4.8 Otimizagao da qPCR

Diferentes combinagdes de concentracbes de primers e sondas foram
testadas para a definigdo do protocolo final (Tabela S3). A qPCR singleplex foi
realizada em volume final de 10 pL, contendo 5 pL de TagMan™ Universal PCR
Master Mix No AmpErase UNG (2x) (Applied Biosystems), 0,3 uL de cada primer,
0,1 yL de sonda, 2,3 uL de agua livre de nucleases (nuclease-free water) e 2 uL

de DNA, na concentracao de 25-50 ng/pL.

As sondas do tipo TagMan™ foram sintetizadas pela Applied Biosystems
(Foster City, CA, EUA), na concentragao de 6000 pmol (1x TE/100 pmol). As
sondas apresentavam fluoréforos FAM (~518 Amax/nm) ou VIC (~554 Amax/nm)
na extremidade 5' e eram conjugadas com MGB (Minor Groove Binder) na
extremidade 3' (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Controles positivos e negativos foram incluidos em todos os experimentos.
Em cada placa de reacgao, dois pogos continham 2 pL de agua ultrapura no lugar
da amostra, sendo considerados controles negativos. Os controles positivos foram

compostos por um pool de cepas de Leishmania, testadas em duplicata.

A otimizagao e validag&do dos ensaios foram realizadas utilizando o sistema

StepOne Plus Real-Time PCR (Applied Biosystems). O perfil de ciclagem consistiu
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em 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto, durante 40 ciclos. Para cada

amostra, o gene B-actina foi utilizado como controle interno (101).

As amostras foram consideradas positivas quando a curva de amplificagao
ultrapassou o limiar (threshold), definido em 0,02, conforme configuragéo padrao
do software do sistema StepOne Plus. Esse valor foi previamente validado pela
equipe durante os experimentos de otimizagdo, com base na analise da linha de
base das curvas de amplificacdo, resultando na determinacdo do valor de Ct
(threshold cycle). As amostras foram consideradas negativas quando nao

apresentaram amplificagao acima do limiar estabelecido.

4.9 Curva padrao

A carga parasitaria foi estimada utilizando uma quantidade conhecida de
DNA gendmico extraido de culturas de promastigotas de L. (V.) guyanensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis (Tabela 1). O célculo baseou-se na massa de
DNA equivalente a um parasita, estimada em aproximadamente 32 Mb (91,92,93),
acrescida de 15,8% correspondente ao DNA do cinetoplasto (kDNA) (94). Os

detalhes dos calculos estao apresentados na Tabela S4.

A diluicdo seriada (1:10) variou de 107 a 10? copias para a constru¢do das
curvas padrao, conforme estabelecido na etapa de otimizacdo. Para todos os
alvos, a curva padrao foi construida com cinco pontos de concentragao de DNA,

realizados em triplicata.

A eficiéncia da amplificagdo (€) e o coeficiente de correlagdo (R?) foram
calculados a partir da inclinagao (slope) da curva padrao (106,107). O limite de
deteccdo (LOD) da qPCR foi definido como o menor numero de cépias detectavel

pelo ensaio.

4.10 Ensaio de Inclusividade e Exclusividade

O ensaio de inclusividade foi realizado com seis cepas de referéncia de
Leishmania, utilizando os marcadores-alvo selecionados. Para a avaliacdo da

especificidade, foram incluidos dois microrganismos da familia Trypanosomatidae,
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filogeneticamente relacionados a Leishmania, bem como seis microrganismos

associados ao diagnéstico diferencial da leishmaniose.

4.11 Sequenciamento de DNA para o alvo HSP70

A amplificagao foi realizada no termociclador Veriti (Applied Biosystems™),
em volume final de 20 uL, utilizando os seguintes reagentes: 0,3 uM de cada
primer — forward 5-GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3' e reverse 5'-
TCTCGACGCCGGTTG-3' (97) —, 1x Platinum Hot Start PCR Master Mix™
(Thermo Fisher), 5 uyL de DNA (10—40 ng) e agua ultrapura.

Os fragmentos amplificados (234 pb) foram visualizados em gel de agarose
a 2% e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). O produto purificado foi submetido a reacédo de sequenciamento de
DNA utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 (Thermo Fisher) e analisado no

equipamento Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems™).

As sequéncias obtidas foram analisadas in silico por meio da ferramenta
BLAST, para verificagdo de homologia com sequéncias de Leishmania

depositadas no GenBank.

4.12 Analise estatistica

Todos os individuos elegiveis atendidos entre 2021 e 2025 foram incluidos,
buscando maximizar a representatividade da populagdo. Os dados
epidemioldgicos e clinicos foram obtidos a partir de prontuarios eletrénicos
inseridos no Sistema de Gestdo da Saude Interligada (HYGIA), na FUHAM, e do
banco de dados REDCap® (Research Electronic Data Capture), na FMT-HVD.

Os dados foram organizados em planilhas do Excel, e a analise estatistica
foi realizada no software RStudio (v. 4.3.1). Resultados indeterminados para o
teste indice (QPCR) ou para o padrao-ouro (microscopia) foram tratados da
seguinte forma: a maioria das amostras foi submetida a repeticdo do ensaio, e
uma minoria, que permaneceu inconclusiva ou nao pdde ser repetida, foi excluida
da analise final. Dados ausentes para variaveis clinicas e epidemioldgicas foram

excluidos das analises especificas que os utilizavam.
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Os parametros diagndsticos avaliados incluiram sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e
acuracia. A curva ROC (receiver operating characteristic) e a area sob a curva
(AUC) foram utilizadas para avaliar a acuracia do novo protocolo molecular para
deteccédo de Leishmania. Todas as analises de acuracia diagnostica e
concordancia foram pré-especificadas no delineamento do estudo. Essas analises
foram realizadas por meio do pacote pROC (RStudio) e do software MedCalc
Statistical (v. 20.011).

A concordancia entre 0 novo ensaio e a microscopia foi determinada pelo
coeficiente Kappa (k), com intervalo de confianga (IC) de 95%. A interpretacao
seguiu a seguinte escala: Kk = 0, auséncia de concordancia; k = 0,01-0,20,
concordancia fraca; k = 0,21-0,40, leve; k = 0,41-0,60, moderada; k = 0,61-0,80,
forte; k = 0,81-1,00, quase perfeita (110). Os calculos foram realizados no
software GraphPad. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

A concordancia entre os sistemas de gPCR com diferentes alvos
moleculares foi avaliada por meio da analise de Bland-Altman (Altman & Bland,
1983), utilizando os pacotes blandr e ggplot2 (RStudio). Para essa analise, foram
incluidas apenas as 299 amostras que apresentaram resultados positivos para
ambos os alvos (ITS1 e HSP70).

Foi avaliada a mediana (Md) de cada sistema de gPCR de acordo com o
tipo de amostra biolégica, as espécies de Leishmania e o local das lesdes.
Também foram comparados o numero de lesbes e o tempo de evolugéo das
lesbes com os resultados da microscopia. A analise estatistica considerou que as
amostras eram independentes e ndo apresentavam distribuicdo normal (teste de
Shapiro—Wilk). Para comparagdes entre dois grupos, foi aplicado o teste de Mann—
Whitney; para multiplos grupos, o teste de Kruskal-Wallis. A significancia
estatistica em comparacdes multiplas foi avaliada apds ajuste dos valores de p

pelo método de Bonferroni.

O teste de correlagcao de Spearman foi utilizado para calcular o coeficiente

de correlacao (r) entre os resultados da gPCR e o tempo e numero de lesdes.



27
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os graficos

e analises foram realizados utilizando o pacote ggplot2 (RStudio).
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5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento dos sistemas de qPCR para detec¢ao de Leishmania

O alinhamento das sequéncias especificas dos genes ITS1 e HSP70 tinha
o comprimento entre 280-1180 pb e 1007-1380 pb, respectivamente. Os primers
foram desenhados em sequéncias conservadas e as sondas em regides com
variacdes de nucleotideos especificas para cada espécie. Desenvolvemos quatro
sistemas de qPCR TagMan™ com capacidade de discriminar subgéneros e

espécies (Tabela 2).

O sistema qPCR-ITS1, composto por dois pares de primers e duas sondas,
permitiu o desenvolvimento do sistema VSS (Viannia Subgenus System) e LSS
(Leishmania Subgenus System). Ja o qPCR-HSP70, composto por um par de
primers e duas sondas posicionadas no mesmo locus, apresentava variagdes de
nucleotideos com a capacidade de distinguir as espécies L. (V.) guyanensis e L.
(V.) braziliensis. Assim, foram desenvolvidos o sistema SSG (Species Systems for

L. (V.) guyanensis) e SSB (Species Systems for L. (V.) braziliensis).



Tabela 2. Sequéncias dos primers e sondas, alvo e parametros da curva padréao.

Alvo Sistem| Primers Sequencia (5’ - 3’) Tm | %GC | Tamanho Fluoréforo Coef:;:(ieente Eficié_n_cia cja
sondas fragmento Determinagéo Amplificagao
Via-F GGAGGTGTGTTTTAGCAAG 58 °C| 48%
VSS | Via-R ATATGTTAACGTCGATCGGC 59°C| 45% 113 pb VIC/MGB 0.99 86.6%
ITS1 Via-S CACAGATACGCAATACAAT 70°C| 37%
Lei-F ATGGCCGATCGACGTTATAGC 60 °C| 52%
LSS | Lei-R AGCCGTTATCCACACACGC 58 °C| 58% 117 pb FAM/MGB 0.99 95.7%
Lei-S AATGCCCGTTTCAATAC 68 °C| 41%
Guy-F AGGCCGACAAGATGCAGC 59°C| 61%
SSG | Guy-R | AGTGCCGGACACGTTC 58°C| 61% VIC/MGB 0.99 86%
Guy-S | AAGAACACGATCGCCG 69 °C| 56%
HSP70 106 pb
SSB | Bra-S TGAAGAACACGGTCC 70 °C| 53% FAM/MGB 0.99 94.5%
ACTB — F| TGGATCAGCAAGCAGGAGTATG | 64 °C| 50 % 57 pb
ACTB Actin-B¢ ACTB — R| GCATTTGCGGTGGACGAT 63 °C| 56 %
ACTB - S| CGAGTCCGGCCC 62°C| 79 %

Note: Tm: temperatura de melting. CG: citosina e guanina. F: primer forward. R: primer reverse. S: Sonda. Via: Viannia. pb: pares
de bases. Lei: Leishmania. Guy: L. (V.) guyanensis. Bra: L. (V.) braziliensis. ITS1: the internal transcribed spacer. HSP70: heat
shock protein 70. ACTB: actin-beta.
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5.2 Estabilizagao e eficiéncia da qPCR

Para padronizar o ensaio singleplex gPCR de cada sistema, o conjunto de
primers e sondas foi testado em 12 combinagdes (Tabela S3). As concentragdes
de 500 nM para ambos os primers e 200 nM para as sondas demonstraram o
melhor desempenho para o VSS (C= 17.23 + 0.33) e LSS (Ct = 17.96 + 0.02).
Para o SSG, a melhor performance foi observada com 300 nM de primer forward,
500 nM de primer reverse e 100 nM de sonda (Ct = 17.63 £ 0.02). Para o SSB,
as concentracoes ideais foram de 500 nM para o primer forward, 300 nM para o

primer reverse e 200 nM para a sonda (Ct= 17.58 + 0.20).

O ensaio de linearidade foi conduzido utilizando cepas de referéncia para
cada sistema, a fim de determinar a dindmica de amplificagdo: VSS (L. (V.)
guyanensis), LSS (L. (L.) amazonensis), SSG (L. (V.) guyanensis) e SSB (L. (V.)
braziliensis). Para o sistema VSS, desempenho linear e eficiéncias de
amplificagdo consistentes foram observados com outras espécies do subgénero
Viannia, como L. (V.) braziliensis. A eficiéncia (€) e o coeficiente de determinagao
(R?) mostraram os seguintes valores: VSS (¢ = 86.6%; R? = 0.9998), LSS (¢ =
95.7%; R*=0.9998), SSG (¢ = 86%; R?=0.9992) e SSB (¢ = 94.5%; R?=0.9999)
(Figura 5A-D). Com base no tamanho do genoma de Leishmania, foi calculado
0 numero estimado de parasitas nas amostras. O limite de detecgédo (LOD) foi
de 66 fg (1 copia) para VSS, LSS e SSG, e de 188 fg (2 cdpias) para SSB, sob

condi¢des de singleplex.
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Figura 5. Curvas padrao para sistemas de PCR em tempo real demonstrando a
eficiéncia de amplificagcéo e o coeficiente de determinagéo (R?). (A) Sistema VSS
(curva azul; cepa de referéncia L. (V.) guyanensis): intervalo de 10® a 107
equivalentes; R? = 0,9998; eficiéncia = 86,6% (B) Sistema LSS (curva marrom;
cepa de referéncia L. (L.) amazonensis): intervalo de 102 a 10® equivalentes; R?
= 0,9998; eficiéncia = 95,7%. (C) Sistema SSG (curva verde oliva escuro; cepa
de referéncia L. (V.) guyanensis): intervalo de 10 a 107 equivalentes; R? =
0,9992; eficiéncia = 86,0%. (D) Sistema SSB (curva cinza arddsia escuro; cepa
de referéncia L. (V.) braziliensis): intervalo de 10% a 10® equivalentes; R*=0,9999;

eficiéncia = 94,5%.

5.3 Inclusividade e Exclusividade

O ensaio de inclusividade demonstrou clara discriminagdo entre as
espécies dos subgéneros Viannia e Leishmania, utilizando os sistemas

baseados no marcador /ITS7. Com o marcador HSP70, o sistema SSG amplificou
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tanto para L. (V.) guyanensis quanto para L. (V.) shawi. No entanto, o
sequenciamento das amostras que amplificaram com o SSG confirmou L. (V.)
guyanensis como a espécie presente, com 100% de identidade na regido alvo

sequenciada.

O sistema SSB amplificou para a espécie L. (V.) braziliensis (Tabela S5).
Adicionalmente, observou-se que o sistema SSB amplificou amostras de L. (V.)
lainsoni (Ct = 18.5) e L. (V.) naiffi (Ct = 17.5). No entanto, o sequenciamento dos
amplicons obtidos destas amostras frequentemente demonstrou sequéncias
altamente similares a L. (V.) braziliensis, indicando a homologia de sequéncia na
regido alvo e uma limitagao inerente na discriminacéo dessas espécies por este

sistema isoladamente.

Contudo, em uma analise mais ampla de amostras, observou-se que um
pequeno percentual de amostras, especificamente 6 amostras de L. (V.) lainsoni
(1.7% do total) e 1 amostra de L. (V.) naiffi (0.3% do total), identificadas por
sequenciamento nao apresentaram amplificagao pelo sistema SSB. No ensaio
de exclusividade, nenhum dos sistemas desenvolvidos apresentou amplificacéo
(Tabela S5). No geral, os ensaios moleculares desenvolvidos neste estudo

demonstraram ser inclusivos para o género Leishmania.

5.4 Algoritmo de deteccéao diferencial: identificagao molecular de

subgéneros e espécies de Leishmania

Um total de 442 pacientes com suspeita clinica de leishmaniose foram
incluidos para avaliagdo molecular, compreendendo 381 amostras de bidpsias
(86%) e 61 amostras de papel de filtro (14%). Entre os participantes, 80% eram
do sexo masculino e 20% do sexo feminino. A idade média foi de 44.10 £ 17.80
anos para mulheres e de 38.47 £ 14.18 anos para homens. No que tange ao
exame microscopico basal, 70% (n=311) dos participantes apresentaram

resultado positivo para leishmania e 30% (n=131) resultado negativo.

Quanto as regides geograficas de origem, os participantes provinham
principalmente de BR-174 (23%) e AM-010 (19%). Um total de 41 participantes
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(9.3%) eram de localidades especificas como Ramal Pau Rosa, Manaus, Rio
Preto da Eva e Presidente Figueiredo, e outros 30 (6.7%) eram de outros
municipios. As carateristicas demograficas e clinicas detalhadas de todos os
participantes sdo sumarizadas na Tabela S6. Apesar de a gravidade da doenca
nao ter sido avaliada formalmente com escalas especificas, dados referentes ao
numero e localizagao das lesdes, bem como as espécies de Leishmania, sao
apresentados para os casos de leishmaniose confirmada. A identificacdo de

especies foi realizada em duas etapas sequenciais.

Na primeira etapa, utilizando-se o sistema qPCR-/TS17, observou-se uma
predominancia do subgénero Viannia, correspondendo a 97% (309/318),
enquanto o subgénero Leishmania representou 3% (9/318). A segunda etapa,
empregando o sistema qPCR-HSP70, identificou que 83% (264/318) eram L. (V.)
guyanensis e 12% (38/318) como L. (V.) braziliensis.

Para as amostras com resultado negativo no qPCR-HSP70 e para as
previamente identificadas como subgénero Leishmania, a discriminagdo foi
complementada por sequenciamento de DNA (conforme fluxograma na Figura
S1). Este procedimento revelou que 3% (9/318) dos casos eram de L. (L.)
amazonensis, 1.7% (6/318) de L. (V.) lainsoni e 0.3% (1/318) de L. (V.) naiffi. Um
total de 124 amostras ndo apresentaram positividade por nenhum dos métodos
moleculares aplicados. Nos 124 pacientes que ndo apresentaram positividade
para leishmaniose (nem por microscopia nem por métodos moleculares), os
diagnosticos alternativos mais frequentes incluiram Esporotricose (n=21;
16.94%), Hanseniase (n=13; 10.48%) e Ulcera crénica de pele (n=12; 9.68%).
As demais patologias alternativas detectadas nesses pacientes estao detalhadas
na Tabela S7.

5.5 Avaliagao da Confiabilidade Diagnodstica: Métricas de Validagao e
Curva ROC

As analises consideraram a microscopia como padrao ouro (Tabela 3).
Os marcadores moleculares demonstraram excelente desempenho
diagnostico: o ITS1 apresentou sensibilidade de 99.7% (95% IC: 98.2 — 99.99)
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e especificidade de 94% (95% IC: 89 — 98). O HSP70, por sua vez, revelou
sensibilidade de 99.6% (95% IC: 98.2 — 99.99) e especificidade de 95% (95%
IC: 89 — 98). O VPP de 98% e VPN de 99% foram observados em ambos os
alvos. Esses resultados indicam alta precisao diagndstica para os marcadores
moleculares no contexto investigado. Os calculos realizados com base na
estratificacdo mostraram que a sensibilidade e a especificidade foram

discretamente superiores em biépsias do que em Imprint (Tabela S8).

Tabela 3. Sensibilidade e especificidade da detec¢ao de Leishmania por gPCR
em comparagao com a microscopia.

Teste molecular Microscopia + Microscopia -
gPCR ITS1+ 310 (99.7%) 08 (6%)
gPCR ITS1 - 01 (0.3%) 123 (94%)

Total 311 131
gPCR HSP70+ 301 (99.6%) 07 (5%)
gPCR HSP70 - 01 (0.4%) 124 (95%)

Total 302 131

Na analise do desempenho diagndstico, a AUC forneceu uma excelente
indicagao da acuracia na utilizagdo do ensaio com /ITS71 (AUC = 0.948, 95% IC
=0.91-0.977, p <0.001) e HSP70 (AUC = 0.956, 95% IC = 0.92 — 0.984, p <
0.004), conforme a Figura 6. Apesar de os resultados da AUC serem superiores
em amostras provenientes de papel de filtro (AUC 0.97 para ambos os alvos)
do que bidpsia (AUC 0.94 a 0.95 para ITS1 e HSP70, respetivamente), ndo foi
observada diferenca estatistica (Figura S2). Isso sugere que o teste tem melhor
desempenho em amostras de Imprint; entretanto, o baixo numero de amostras

de papel de filtro em relagao as de bidpsia interfere na precisao deste resultado.
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Figura 6. Curvas ROC com suas respectivas AUC. (A) Curva ROC para o alvo
ITS1 com AUC = 0,948 (IC 95%: 0.91 — 0.977; p < 0,001). (B) Curva ROC para
o alvo HSP70 com AUC = 0.956 (IC 95%: 0.92 — 0.984; p < 0,004).

Os valores do indice Kappa calculados para o ITS71 e HSP70 foram de
0.95 (95% IC: 0.92 — 0.98, p < 0.0000001) e 0.96 (95% IC: 0.93 — 0.99, p <

0.0000001), respectivamente.

Isso demonstra uma concordancia quase

perfeita entre os sistemas moleculares e a microscopia (Tabela 4). A mesma

analise mostrou que, independentemente da estratificacdo entre bidpsia e

imprint, a concordancia foi quase perfeita.

Tabela 4. Valores do indice Kappa em métodos moleculares aplicados a

amostras clinicas.

Teste molecular | N | Indice Kappa 95% IC Valor de p
ITS1 442 0.95 (0.92 - 0.98) 0.0000001
ITS1_bidpsia 381 0.95 (0.92 - 0.99) 0.0000001
ITS1_imprint 61 0.93 (0.83 - 1.00) 0.0000001
HSP70 433 0.96 (0.93 - 0.99) 0.0000001
HSP70_biopsia | 376 0.96 (0.93 - 0.99) 0.0000001
HSP70_imprint | 57 0.93 (0.82 - 1.00) 0.0000001
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A analise de Bland-Altman, realizada para comparar a concordancia entre os
valores dos métodos qPCR- ITS1 e gPCR- HSP70, revelou uma diferenca
estatistica significativa (p = 3.544e'"). O viés médio observado foi de 1.14 (DP
= 2.87), indicando uma diferenca sistematica entre os métodos. A distribuicao
dos dados no grafico de Bland-Altman mostrou que a maioria dos pontos ndo
estava agrupada em torno do “0”, reforgando a ideia de que os métodos nao
concordam (Figura 7). Um ponto critico a ser analisado € que 7 amostras

ultrapassaram o limite superior e 10 amostras ultrapassaram o limite inferior de

concordancia.
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Figura 7: Grafico de Bland-Altman para analise de concordancia entre métodos
moleculares utilizando gPCR (n = 299, representando amostras positivas tanto
para ITS1 quanto para HSP70 com valores de quantificaveis). As diferengas
entre as medigcOes pareadas estdo representadas no eixo y. A média dessas
medicdes esta representada no eixo x. Cada ponto representa uma medi¢ao
pareada. Os limites de concordancia sdo mostrados por linhas tracejadas azuis
com intervalo de confiangca de 95%. A linha tracejada vermelha representa a

média das diferencas, e a linha preta representa o ponto zero.
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5.6 Variagao dos valores de dos sistemas moleculares em fungao do tipo

de amostragem, das espécies e localizagao das lesdes

Os resultados para o sistema VSS (n = 309; Média = 27.61 [IC: 18.70 —
39.42]), LSS (n = 09; Média = 22.34 [IC: 16.48 — 33.22]), SSG (n = 264; Média =
26.18 [IC: 18.57 — 38.70]) e SSB (n = 35; Média = 28.97 [IC: 21.15 — 37.90])
mostraram concentragdes de DNA inferior ao controle interno ABCT (n = 442;
Média = 21.97 [16.04 — 39.35]).

A comparacdo entre as medianas do ABCT nas amostras de bidpsia e
Imprint demonstrou uma diferenga estatisticamente significativa (p = 7e°), como
esperado, pois, a concentragdo de DNA humano em biépsia ([Md] = 20.35) era
superior ao Imprint ([Md] = 22.47) (Figura S3E). Os valores para o sistema SSV
entre espécies do subgénero Viannia demonstraram diferenga estatistica entre
(L. (V.) guyanensis Md = 26.09 vs L. (V.) braziliensis Md = 30.34; p = 4e-05; p.adj
= 0.00027), indicando que a concentragcdo genética da L. (V.) guyanensis era
maior nas amostras em comparagao com L. (V.) braziliensis (Figura S4A). A
associagao permanece em amostras derivadas de bidpsia (L. (V.) guyanensis
Md = 25.75 vs L. (V.) braziliensis Md = 29.83; p = 0.0012; p.adj = 0.036) (Figura
S4B). Em amostras de Imprint, a associagdo ndo se manteve apos o ajuste, p.adj
=0.15 (Figura S4C).

Com base na localizagao das lesdes, as medianas em amostras extraidas
de biopsias e Imprint para lesées nos membros superiores (Md = 26.54),
inferiores (Md = 26.63) e superiores/inferiores (Md = 26.37) foram maiores do
que para lesdes cervicais (Md = 21.41) (Figura S5A). Inicialmente foi notada
uma diferenca estatistica (p = 0.02), sugerindo que a concentragdo do marcador
VSS era maior nas lesbes cervicais, porém com a corregdo para multiplas
comparagdes a significAncia ndo permaneceu (p.adj = 0.5). Em amostras de
bidpsia, o VSS também apresentou um padrao similar de resultados (lesées nos
membros superiores Md = 25.87 vs cervical Md = 21.41; p = 0.03; p.adj=0.5), e
(membros superiores/inferiores Md = 25.83 vs cervical Md = 21.41; p = 0.03;
p.adj = 0.5) (Figura S6A).
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5.7 Andlise comparativa dos marcadores moleculares: Correlagao entre

valores de com a progressao temporal e o numero de lesoes.

Por meio da regressao linear multipla, avaliou-se qual das variaveis
independentes tinha algum efeito sobre os resultados de C:. Constatou-se que o
tempo de lesdo promoveu um efeito estatisticamente significativo sobre os
valores de C: dos marcadores ITS71 (B=0.36; p=3.04e'%), HSP70 (B=0.32;
p=8.43e%8), tabela S9.

Foi observada uma correlagao entre os valores dos sistemas de qPCR e
o tempo de evolugao das lesdes. O VSS (r=0.35; p=0.001) e SSB (r=0.39; p =
0.032) indicaram uma correlagéo positiva moderada (Figura 8). Essa correlagéo
positiva sugere que, a medida que o tempo de evolugéo das lesbes aumenta, a
concentracao genética do parasita tende a diminuir (ou seja, os valores de
aumentam). O SSG mostrou uma correlagdo positiva fraca (r=0.19; p=0.003)
(Figura 8).
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Figura 8: Regresséo linear entre os valores de Ct e o tempo de evolugao das lesdes

em amostras extraidas de biopsias e papel de filtro. A) Analise de regressao com VSS
(R =0,35; p < 0,001); B) Analise de regressao com LSS (R = -0,12; p = 0,763); C)
Analise de regressao com SSG (R = 0,19; p = 0,003); D) Analise de regressédo com
SSB (R =0,39; p = 0,032).

Em seguida, foi realizada a analise de correlagdo do modo estratificado por tipo
de amostra. Em amostras de biépsia, o VSS (r=0.40; p=0.001) e o SSB (r=0.45; p =

0.028) indicaram uma correlagdo positiva moderada com o tempo de evolugédo das

lesdes (Figura 9). O SSG, por sua vez, obteve uma correlagao positiva fraca (r=0.23;

p=0.001). Essas correlagdes positivas sugerem que, em amostras de bidpsia, quanto

maior o tempo de evolugéo das lesdes, menor € a concentragdo genética do parasita
(Figura 9).
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Figura 9: Regresséo linear entre os valores de Ct e o tempo de evolugédo das lesdes
em amostras extraidas de bidpsias. A) Analise de regressao com VSS (R = 0,40; p <
0,001); B) Analise de regressdao com LSS (R =-0,21; p=0,741); C) Andlise de regressao
com SSG (R=0,23; p <0,001); D) Analise de regressédo com SSB (R = 0,45; p = 0,028).
e) Analise de regressdo com AB (R = -0,075; p = 0,233).
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6. PRODUTO

Baseado nos resultados do presente trabalho, foram desenvolvidos dois
produtos sendo o primeiro um protocolo técnico laboratorial utilizando os alvos
génicos ITS1 e HSP70 para identificacdo de espécies de Leishmania na LC na
Amazénia (APENDICE J). O segundo produto é um artigo cientifico intitulado:
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE ENSAIO MOLECULAR UTILIZANDO
OS GENES /TS1 E HSP70 COMO ALVOS PARA A IDENTIFICACAO DE
ESPECIES DE LEISHMANIA EM LEISHMANIOSE CUTANEA AMERICANA NO
ESTADO DO AMAZONAS, BRASIL, que foi submetido a revista “SPECTRUM
MICROBIOLOGY”. Em anexo segue os dados referentes a submissao
(APENDICE K).
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7. DISCUSSAO

O diagnéstico da leishmaniose tegumentar, por décadas, dependeu de
ferramentas parasitolégicas e soroldgicas para caracterizar leishmanias em
amostras procedentes de humanos e animais (109). A microscopia apresenta
limitacbes importantes que podem comprometer sua acuracia diagnostica. A
sensibilidade do método é variavel e frequentemente baixa, especialmente em
lesGes com baixa carga parasitaria ou em formas clinicas crénicas, podendo
resultar em falsos negativos (13). Além disso, o desempenho depende
fortemente da experiéncia do examinador, o que pode introduzir viés de
interpretagao. Outro ponto critico é a incapacidade da microscopia em diferenciar
espécies de Leishmania, informagédo relevante para progndstico e escolha

terapéutica. (13)

Fatores como qualidade da amostra, preparo inadequado e degradagao
do material também influenciam diretamente os resultados, além das limitacbes
diagndsticas, a microscopia também apresenta restricbes operacionais
importantes no contexto da Leishmaniose Tegumentar (31). A necessidade de
coleta invasiva — como raspados de lesdo, bidépsias ou aspirados — pode gerar
desconforto ao paciente e nem sempre garante material representativo,

especialmente em lesdes antigas ou parcialmente tratadas (26, 61).

A distribuicdo irregular dos parasitos nos tecidos também dificulta sua
deteccdo, aumentando a chance de resultados falso-negativos (31, 60). Outro
fator relevante € que a microscopia ndo permite monitoramento quantitativo
preciso da carga parasitaria, limitando seu uso no acompanhamento terapéutico

quando comparada a métodos moleculares, como a qPCR (13,61).

Essas limitagbes reforcam que, embora a microscopia seja util como
meétodo inicial, ela deve ser, sempre que possivel, associada a técnicas mais

sensiveis e especificas para melhorar a acuracia diagnéstica (13,35,61).

O advento dos métodos de biologia molecular revolucionou o diagndstico

ao possibilitar a detecgcdo mais sensivel, especifica e rapida dos agentes
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infecciosos. Neste estudo, foi relatado o desenvolvimento e a avaliagdo de
sistemas de gPCR TagMan™ (VSS, LSS, SSG, SSB) aplicados em amostras de
bidpsia e de papel de filtro. Essa técnica foi capaz de identificar dois subgéneros
(Leishmania e Viannia) e duas espécies (L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis)
por meio dos genes ITS1 e HSP70, selecionados com base em sequéncias
conservadas ou polimoérficas e considerando métodos moleculares aplicados em
espécies detectadas na América Latina (110). Espécies de baixa frequéncia,
como L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (L.) amazonensis, foram identificadas por

sequenciamento.

A abordagem da gPCR no diagndstico da LTA tem contribuido para o
desenvolvimento de novas diretrizes sensiveis e especificas, fundamentais no
processo diagndstico, permitindo a implementagdo de um tratamento rapido e
adequado. Contudo, a microscopia e a cultura ainda sao ferramentas de
diagndstico primario em muitas regides endémicas, apesar de suas limitagcoes
de sensibilidade (111). Isso impulsiona a busca por novos protocolos que utilizem
a gPCR. A incorporacdo de controles internos, como o marcador ABCT no
presente estudo, alinha-se a abordagens previamente validadas na literatura
(112,113). Essa estratégia € fundamental para reduzir a ocorréncia de resultados
falso-negativos, especialmente em amostras ndo padronizadas, como aquelas
obtidas por papel de filtro para o diagndstico de leishmaniose cutanea. Ainclusao
de tais controles assegura a confiabilidade dos ensaios moleculares, permitindo
uma analise precisa e a diferenciagao de outras patologias concomitantes, como

esporotricose e hanseniase.

Todos os sistemas deste estudo demonstraram alta linearidade (R? =
0,9992). Os ensaios LSS e SSB exibiram eficiéncias de 95,7% e 94,5%,
respectivamente, garantindo uma amplificagdo eficiente. Por outro lado, os
sistemas VSS e SSG, com eficiéncias de 86,0-86,6%, mantiveram alta
confiabilidade devido a excelente linearidade. Esse desempenho geral é
consistente com o de ensaios validados publicados para Leishmania de diversas
origens, incluindo espécies como L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis

(114,115). Nossos resultados também coincidem com os critérios de eficiéncia
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estabelecidos para seis espécies colombianas (113) e com a validagdo de

ensaios para espécies do Velho Mundo (114).

Em relacdo ao limite de detecgdo, os ensaios VSS, LSS e SSG
apresentaram uma sensibilidade notavel de 66 fg, equivalente a uma copia do
genoma de Leishmania. O ensaio SSB alcangou um LOD de 188 fg,
correspondente a duas copias. Essa capacidade de detectar quantidades tao
baixas de DNA do parasita € comparavel aos limites reportados em estudos com
Leishmania de origem sul-americana (96,101). O estudo de Filgueira et al. (2020)
menciona a capacidade de detectar cargas parasitarias de até 107" par. eq./ug
de DNA humano e utilizou DNA de L. (V.) braziliensis a 100 fg/uL como controle
positivo; no entanto, o valor exato de LOD em cdpias ou fg para cada ensaio néo
€ explicitamente descrito, sendo inferido como altamente sensivel dada a
validagéo clinica (114). Adicionalmente, nossos resultados demonstram
sensibilidade comparavel a deteccado de 3—12 parasitas por reagdo em ensaios
com L. donovani e L. infantum (114), reforcando a relevancia global de nosso

método.

Nossos ensaios de qPCR demonstraram alta especificidade, visto que a
analise de exclusividade nao resultou em qualquer amplificagao inespecifica em
nenhum dos sistemas desenvolvidos (Tabela S5). Esse achado se alinha ao
estudo de Wu et al. (2022), que desenvolveu um gPCR alelo-especifico para
Leishmania do Velho Mundo e reportou auséncia de reagao cruzada com outros
patdgenos (114). Em contrapartida, ensaios para Leishmania do Novo Mundo
identificaram que o alvo 18S rDNA apresentava reatividade cruzada com outros
tripanossomatideos, embora o HSP70 fosse especifico (117). De forma
semelhante, Ledn et al. (2017) observaram que seu ensaio baseado em kDNA
para espécies colombianas nao era exclusivo, amplificando T. cruzi (104).
Nossos resultados, portanto, indicam maior especificidade em comparacao a

alguns alvos tradicionalmente empregados.

Ao utilizar o SSG, foi observada amplificagao para as espécies L. (V.)
guyanensis e L. (V.) shawi. Embora o sequenciamento posterior tenha revelado

100% de cobertura para L. (V.) guyanensis como a espécie infectante, a co-



45

amplificagdo de L. (V.) shawi € um achado que ressalta a complexidade da
identificacdo molecular precisa em nivel de espécie dentro do subgénero Viannia
na regido amazobnica. Este resultado € consistente com evidéncias da
plasticidade genémica em Leishmania e da ocorréncia de parasitas hibridos em
areas endémicas do Novo Mundo. Estudos anteriores ja caracterizaram a
presencga de hibridos naturais entre L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi na regiao
Amazobnica brasileira (115,116). A circulagcdo dessas linhagens hibridas também
€ apoiada por estudos entomoldgicos que identificaram a infecgdo de
flebotomineos com essas espécies, evidenciando ciclos de transmissao

relevantes (117).

A complexidade se estende a outras espécies do subgénero Viannia
relacionadas ao SSB. Apesar de ter sido desenhado para L. (V.) braziliensis,
algumas amostras que amplificaram com este sistema foram altamente similares
a L. (V.) lainsoni ou L. (V.) naiffi. Pesquisas realizadas no estado do Acre
demonstraram co-circulagéo expressiva e predominancia de L. (V.) braziliensis e
L. (V.) lainsoni, além de relatarem um hibrido L. (V.) lainsoni/L. (V.) naiffi (118). A
capacidade de espécies como L. naiffi produzirem prole viavel com L. lainsoni e
L. braziliensis fornece base molecular para a indistinguibilidade observada em

ensaios que utilizam marcadores com pouca variabilidade interespecifica (119).

Um dos aspectos limitantes deste estudo foi o desbalanceamento entre
os tipos de amostras analisadas, com predominancia de bidpsias em relagao
as amostras coletadas em papel de filtro. Esse desequilibrio pode ter
influenciado a comparagao entre os métodos, uma vez que a maior quantidade
de bidpsias tende a aumentar a representatividade estatistica e a robustez dos

resultados obtidos para esse tipo de material (141).

Além disso, estudos demonstram que amostras de bidpsia geralmente
apresentam maior carga parasitaria e melhor rendimento de DNA quando
comparadas as coletas em papel de filiro, favorecendo maior sensibilidade
diagndstica em métodos moleculares, como a PCR. Por outro lado, o papel de
filtro permanece como uma alternativa importante devido a facilidade de coleta,

armazenamento e transporte, especialmente em areas remotas e endémicas,
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embora sua performance possa variar conforme a quantidade e a qualidade do
material biolégico obtido (142, 143). Dessa forma, 0 menor niumero de amostras
em papel de filtro neste estudo deve ser considerado na interpretacao dos
resultados comparativos, podendo limitar a equivaléncia estatistica entre as

metodologias avaliadas (143).

Outro possivel viés deste estudo esta relacionado ao conhecimento
prévio do padrdo-ouro pelos responsaveis pela realizagdo da gqPCR. A
consciéncia dos resultados previamente obtidos por métodos considerados de
referéncia pode influenciar, ainda que de forma nao intencional, etapas como
interpretacédo de curvas de amplificagao, definicao de limiares de positividade e
repeticdo de amostras inconclusivas, favorecendo a ocorréncia de viés de
afericéo (144).

Esse tipo de viés €& descrito na literatura como uma limitagdo
metodolégica em estudos de diagndsticos, especialmente quando ndo ha
cegamento dos avaliadores durante a execugdo e analise dos testes
moleculares. Dessa forma, a auséncia de mascaramento pode impactar a
imparcialidade dos resultados e superestimar a concordancia entre os métodos
avaliados, sendo importante considerar esse aspecto na interpretacdo dos
achados do estudo (145, 146).
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8. LIMITAGOES DO ESTUDO

Uma limitagdo do presente estudo reside no fato de que os
executores/analistas da gPCR tinham conhecimento dos resultados do exame
parasitolégico direto (padrdo-ouro) durante a realizagdo do teste molecular.
Embora a interpretacdo da qPCR seja primariamente objetiva (baseada na
deteccéo de valores de Ct), o conhecimento prévio do resultado do padrao-ouro
pode, em alguns contextos, introduzir um potencial viés de verificagdo. Contudo,
ressalta-se que os avaliadores da microscopia estavam cegos quanto aos

resultados da gPCR, minimizando um viés importante de confirmagao.

Pesquisas futuras poderiam se beneficiar da implementagcdao de
cegamento completo para ambos os testes, a fim de mitigar quaisquer vieses
potenciais remanescentes. O numero significativamente desigual de amostras
de bidpsia e de imprint também pode ter afetado a precisdo das analises

comparativas.

Adicionalmente, a falta de concordancia quantitativa entre os valores de
Ct dos marcadores ITS1 e HSP70, bem como o uso da microscopia (um método
de baixa sensibilidade) como padréao-ouro, sao fatores que podem influenciar a
interpretacdo completa de nossos resultados. Futuros estudos poderiam se
beneficiar da validagdo de métodos com amostras pareadas em maior numero,

a fim de reduzir tais vieses e limitagdes
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

As evidéncias deste estudo fornecem uma base sélida para a
incorporagao do diagndstico molecular nas rotinas clinicas e em programas de
saude publica. Pesquisas futuras poderiam se concentrar em uma validagao
multicéntrica mais ampla, bem como na automacédo desses ensaios, visando ao
desenvolvimento de plataformas capazes de fornecer resultados rapidos e
precisos diretamente no local de atendimento. Essa evolugao tecnoldgica tem o
potencial de revolucionar o controle da leishmaniose, permitindo a

implementacgao de estratégias de manejo mais ageis e direcionadas.
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10. CONCLUSAO

Neste estudo, demonstramos, com sucesso, o0 desenvolvimento e a
validagao de um painel de ensaios de gPCR que oferece um método robusto e
preciso para o diagndstico molecular da leishmaniose tegumentar. Os sistemas
foram capazes de identificar, com alta sensibilidade e especificidade, os
subgéneros Leishmania e Viannia, bem como as espécies de maior relevancia
epidemioldgica na Amazénia brasileira, como L. (V.) guyanensis e L. (V)

braziliensis.

A validagcao bem-sucedida em amostras de papel de filtro ressalta a
viabilidade e a praticidade dessa abordagem em ambientes com baixa
infraestrutura, superando os desafios logisticos associados as bidpsias. Além
disso, a superioridade dos ensaios moleculares em relagcdo a microscopia,
especialmente na detecgédo de casos com baixa carga parasitaria e no auxilio ao
diagndstico diferencial de outras dermatopatias, refor¢a sua utilidade clinica
como ferramenta essencial para o aprimoramento das diretrizes de diagndstico

e tratamento da doencga.

Portanto, as contribuicbes deste trabalho apresentam implicagdes
significativas para um manejo mais eficaz dos pacientes e para o avango das

estratégias de vigilancia e controle da leishmaniose.
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Esse estudo teve financiamento aprovado pela Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado do amazonas, através da chamada do edital n. 010/2021 -
&l Areas Prioritarias com o valor global de R$ 39.875,00 (APENDICE- A).

Especificagao Qtd Custo Custo
Unitario Total
Tubos EDTA 2 R$ 220,00 R$ 440,00
Curativo 2 R$ 40,00 R$ 80,00
Papel de filtro 2 R$ 250,00 R$ 500,00
Punch 4 mm 220 R$ 27,00 R$ 5.940,00
Cloridrato de lidocaina 5 R$ 17,00 R$ 85,00
Seringa descartavel 03 ml, com agulha 220 R$ 2,00 R$ 440,00
Seringa descartavel 05 ml, com agulha 220 R$ 2,00 R$ 440,00
Sintese de Primers na escala de 50 nmol, 12 R$ 100,00 |R$ 1.200,00
dessalinizado
Sintese de sondas com calda MGB 5 R$ 2.500,00 [R$ 12.500,00
Master Mix para reagdo de q-PCR 2 R$ 2.900,00 |R$ 5.800,00
Hot Start PCR Master Mix (1000 U) 1 R$ 1.500,00 |[R$ 1.500,00
MicroAmp Fast Optical 96-Well PCR and qPCR| 2 R$ 450,00 | R$ 900,00
Plates
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaion Plate 1 R$ 450,00 R$ 450,00
Filme adesivo 6ptico MicroAmp ™ 1 R$ 1.900,00 |R$ 1.900,00
BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing 1 R$ 6.000,00 |R$ 6.000,00
Kit de extragao
Tampao de sequenciamento v3.1 5X 1 R$ 400,00 R$ 400,00
POP-7 Polymero para 3500/3500xL 1 R$ 1.300,00 |[R$ 1.300,00
Genetic Analyzers
Auxilio pesquisa R$ 39.875,00
Bolsa de Apoio Técnico - AT (lll) R$ 22.212,00




13. APENDICE B - EQUIPE DO PROJETO
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Nome Instituicao Funcgao
Diogo Matos dos Santos FUHAM Aluno de pés graduagao
Felipe Jules de A. FUHAM Coordenador
Santos
Camila Gurgel dos FUHAM Apoio Técnico
Santos da Silva
Cynthia de Oliveira FUHAM Pesquisador(a) /
Ferreira Executor(a)
Cintia Mara Costa de FUHAM Pesquisador(a) /
Oliveira Executor(a)
André Luiz Leturiondo FUHAM Pesquisador(a) /
Executor(a)
Ariani Batista Noronha FUHAM Pesquisador(a) /
Executor(a)
Silmara Navarro Pennini FUHAM Pesquisador(a) /
Executor(a)
Carolina Chrusciak FUHAM Pesquisador(a) /
Talhari Cortez Executor(a)
Moacir Couto de FUHAM Pesquisador(a) /
Andrade Junior Executor(a)
Guilherme Caldas de FUHAM Pesquisador(a) /
Souza Executor(a)
Michelle Fernanda de FUHAM Pesquisador(a) /

Andrade Souza

Executor(a)




14. APENDICE C - CRONOGRAMA
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10. Ano 20. Ano

Nl\;l)éga Atividades 1]2]3|4|5]6]7]8

1 Cumprimento dos créditos X X[ XX

2 Construgao da proposta de projeto X | X

3 Submissao ao CEP X | X

4 Inclusdo e avaliagdo de pacientes X | x| X]|X

5 Tabulagao dos dados X | X|X

6 Analise parcial e final dos dados X

7 Aula de qualificacéo X

8 Analise bibliografica X | X[ X[ X|X|X[Xx]|x

9 Elaboracio do produto X

10 Defesa X




15. APENDICE D - COMPROVANTE DE APROVAGAO DO CEP FUHAM

|- DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

DADOS DAVERSAQ DO PROJETO DE PESQUISA

il da Pesquisa: Criagdo de ensaios moleculares para a idenfficacdo de espécies causadoras de Leshmanise Tegumenlar Americana no estado do Amazonzs
|Eesquisadur Responsavel: FELIPE JULES DE ARAUJO SANTOS

érea"Tméﬁca:

Versao: ]

CAAE: 54683621.8.0000.0002

Submetido em: 23042022

Insttigdo Proponents: Fundag3o Aedo da Mafla

Sifuagdo da Versdo do Projeto: Aprovada

Localizzgdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsave

Patrocinador Principal: Fundag3o de Amparo & Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAN
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16. APENDICE E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
— TCLE (CONTINUA)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TITULO DO PROJETO: " CRIACAO DE ENSAIOS MOLECULARES PARA A
IDENTIFICACAO DE ESPECIES CAUSADORAS DE LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA NO ESTADO DO AMAZONAS."

Eu, Dr. Felipe Jules de Araujo Santos, bidlogo e pesquisador na Fundagao
Hospitalar Alfredo da Matta estamos convidando vocé que apresenta lesdes
referentes a leishmaniose na pele a participar voluntariamente deste estudo. Sua
participacao ira colaborar com o desenvolvimento e validagdo de novos alvos
moleculares como método mais sensivel e especifico para o diagndstico da
leishmaniose. O objetivo desta pesquisa € desenvolver novos métodos
moleculares com maior rapidez, sensibilidade e especificidade. O que pode ser
fundamental para o seu diagnostico e tratamento. Apds aceitar participar
voluntariamente do estudo vocé assinara o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e ficara com uma via. Caso vocé confirme sua participagao
na pesquisa, sera necessario responder um questionario com informagdes
basicas sobre a sua pessoa e sobre a doenca, tais como, local de moradia,
diagnostico e tratamento. Salientando que vocé tera toda liberdade para decidir
entrar ou ndo na pesquisa. E também tera toda liberdade para se retirar do
estudo a qualquer momento, sem prejuizo de qualquer natureza. E possivel que
durante a pesquisa precisemos de algumas informagdes sobre dados de exames
laboratoriais que vocé ja fez. Portanto, pedimos o seu consentimento por escrito
para pesquisar esses dados e os resultados de exames em seu prontuario
eletrénico. A pesquisa sera feita exclusivamente pelo pesquisador identificado
neste documento ou por um técnico/bolsista membro da equipe do projeto
autorizado pelo Coordenador geral da pesquisa Dr. Felipe Jules de Araujo
Santos.

Vocé passara por um procedimento de raspagem parcial da lesao,
posteriormente sera levemente pressionado no local raspado um papel filtro para
coleta do material biolégico. Também sera coletado um pequeno fragmento com
cerca de 4 milimetro retirado da les&do suspeita usando anestésico local. Toda
coleta sera realizada mediante uma pequena cirurgia ou bidpsia de pele, sendo

coletadas as amostras da borda da lesdo. O procedimento da biopsia sera feito
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no centro cirurgico da FUHAM por um profissional médico qualificado e o
raspado sera realizado por um técnico qualificado da equipe de pesquisa.
Também sera coletado entre 2 a 5 ml de sangue total realizado pelo técnico
qualificado da equipe de pesquisa.
RISCOS: Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: dor de pequena
intensidade, leve sangramento apos a retirada do fragmento, aparecimento de
uma mancha roxa no local da retirada do fragmento, que desaparecera em
poucos minutos ou horas. Cuidados locais devem ser tomados para a diminui¢cao
do desconforto, tais como compressado do local puncionado por cerca de 4
minutos, manutengao do curativo apos a coleta se estendendo por no minimo 4
horas apds cada coleta para que ndao ocorram sangramentos superficiais e para
prevenir possiveis inflamacgdes locais.

BENEFICIOS: A sua participacdo neste estudo trard beneficios potenciais

diretos a vocé e outros portadores de leishmaniose, pois possibilitara a
identificacdo do DNA do parasito (Leishmania) de pessoas infeadas. De posse
dessas informacdes vocé e seu médico podem tomar decisbes mais acertadas
sobre a condigao da doencga ou o seu tratamento.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS: O pesquisador responsavel por este estudo

estara disponivel para esclarecer duvidas que vocé possa ter e dar as

informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo. O
pesquisador pode ser encontrado no Laboratério de Biologia Molecular da
Fundacdao Hospitalar Alfredo da Matta. A sua participagdo neste estudo é
voluntaria e se vocé nao quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a
qualquer momento e retirar o seu consentimento. Essa decisdo n&o prejudicara
de forma alguma o seu atendimento, pelo grupo de pesquisa ou pela FUHAM.

As informacdes relacionadas a este estudo poderdo ser conhecidas somente
pela equipe coordenadora do estudo e membros do Comité de Etica da FUHAM.
Cada participante recebera um numero de forma que o seu nome sera mantido
em segredo, mesmo que suas informagdes sejam usadas no estudo ou para
publicacdo. Todo material coletado sera devidamente identificado por numeros
ou cédigos de identificagao e nao pelos nomes dos pacientes, garantindo assim,
a preservacao da identidade do paciente. Pela sua participagdo no estudo vocé
nao recebera qualquer valor em dinheiro. Mas vocé tem garantia de receber
ressarcimento por gastos que ocorrerem durante a participagdo no estudo. Vocé

sera ressarcido quanto aos gastos ocorridos durante a coleta de dados, como



71
auxilio locomocgéao, alimentagcdo e qualquer outro gasto proveniente da sua
participacdo na pesquisa como descrito (item iv.3.g, da resolugdo cns n°. 446 de
2012). Além de ser indenizado caso haja algum dano ao mesmo, além de
cobertura do material utilizado no reparo ao dano como descrito (resolugao cns
n° 466 de 2012, iv.3.h, iv.4.c e v.7).

Também podera a qualquer momento entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa/FUHAM para esclarecimentos, sugestdes e denuncias pelo
Telefone 3632-5972, ou comparecer a Rua Codajas, n° 24, Cachoeirinha,
Fundacdo Hospitalar Alfredo da Matta, 1° Andar, Sala 14, ou pelo e-mail
CEP@fuam.am.gov.br (Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, item 1V.5.d). A sua

amostra sera processada e armazenada no laboratério de biologia molecular.

Apds o termino da pesquisa e publicacdo dos resultados a sua amostra sera
devidamente descartada.

Vocé tera a garantia de que problemas como desconforto decorrente da coleta
de sangue serao assistidos, tratados e acompanhados pela equipe do projeto e
pela assisténcia medica da FUHAM sem quaisquer gastos para vocé durante
todo o tempo que for necessario. Da mesma forma, vocé tera direito a
indenizagao diante de danos permanentes ou nao relacionados exclusivamente
a participacao neste estudo. Ressalta-se que lesdes anteriores a este estudo e
omitidas durante a aplicacdo dos questionarios levarao a perda da indenizacéao.
Os seus materiais coletados (biopsia, papel filtro e sangue) serédo utilizados
exclusivamente para atender aos objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra,

serao devidamente eliminados ao final do estudo.

CONSENTIMENTO

Eu,

li esse termo de consentimento e compreendi a

natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagdo que
recebi tratou dos riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper
minha participagao a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que
esta decisdo afete meu tratamento. Eu entendi o que nao posso fazer durante a
pesquisa e fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu
apresentar algum problema dos relacionados. Também autorizo o
armazenamento das minhas amostras biolégicas. Este documento é emitido em

duas vias que serao ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma


mailto:CEP@fuam.am.gov.br
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via com cada um de nés. Sendo assim, eu concordo voluntariamente em

participar deste estudo.

Assinatura ou Impressao Datiloscopica do Sujeito da Pesquisa

Manaus, de de

Declaramos que obtivemos de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e

Esclarecido deste individuo para a participagao neste estudo.

Felipe Jules
Pesquisador Responsavel
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17. APENDICE F - TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZAGAO DE DADOS
- TCUD (CONTINUA)
Termo de Compromisso de Utilizagao de Dados (TCUD)

Eu, (Felipe Jules de Araujo Santos), comprometo-me com a coletar os dados
contidos no (Excel e Dropbox), para obtencao dos objetivos previstos no Projeto
de Pesquisa intitulado: “Criacdo de ensaios moleculares para a identificacdo de
espécies causadoras de Leishmaniose Tegumentar Americana no estado do

Amazonas.”, somente apos receber a aprovacao do sistema CEP/CONEP.

Comprometo-me a manter a confidencialidade dos dados coletados nos
(arquivos/prontuarios/banco de dados, bem como com a privacidade de seus

conteudos.

Esclarego que os dados a serem coletados se referem a (Idade, sexo, endereco,
doenca, quantidade de lesbes, tempo de adoecimento, tratamento, desfecho
clinico, espécie da Leishmania), no periodo de 01/04/2022 a 31/12/2026.

Declaro entender que € minha a responsabilidade de cuidar da integridade das
informagdes e de garantir a confidencialidade dos dados e a privacidade dos
individuos que terdao suas informacbes acessadas. Também € minha a
responsabilidade de ndo repassar os dados coletados ou o banco de dados em
sua integra, ou parte dele, as pessoas néo envolvidas na equipe da pesquisa.
Por fim, comprometo-me com a guarda, cuidado e utilizagdo das informagdes

apenas para cumprimento dos objetivos previstos na pesquisa acima referida.

Manaus, 28 de margo de 2022.

ﬁ& J )}M,k MZL QMAM());Q S

Assinatura do Pesquisador Principal
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18. APENDICE G - APROVAGAO DO RECURSO FINANCEIRO PELA
FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO AMAZONAS.
(FAPEAM)

Chamada EDITAL N. 010/2021 - CT&I AREAS PRIORITARIAS
Programa CT&| AREAS PRIORITARIAS - Programa de Apoio a Ciéncia, Tecnologia e
Inovagao em areas prioritarias para o Estado do Amazonas
Termo de Outorga | 099/2022 Nimero do Protocolo | 54802.UNIB55.18522.230820
21
Tipo Final
Nome do Qutorgado  |Felipe Jules de Araujo Santos Periodo |14/03/2022 a 05/12/2023

Titulo do Projeto Criacdo de ensaios moleculares para a identificagéo de espécies causadoras de
Leishmaniose Tegumentar Americana no estado do Amazonas.

Instituicéo Fundagéo Hospitalar de Demartologia Tropical e Venerologia Alfredo da Matta
Area de Conhecimento [Medicina

Valor Financiado R$ 39.875,00




19. APENDICE H - TABELAS SUPLEMENTARES
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Tabela suplementar 1. Cepas, espécies, origem e numeros de acesso ao

GenBank (HSP70) de isolados de Leishmania spp. utilizados para o desenho de

primers e sondas.

CODIGO DO ISOLADO ESPECIE ORIGEM GenBank
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 317P | L. guyanensis Brasil GU368240.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAOQO 316P | L. guyanensis Brasil GU368239.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAOQO 299P | L. guyanensis Brasil GU368238.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 292G | L. guyanensis Brasil GU368237.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 292P | L. guyanensis Brasil GU368236.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAOQO 258P | L. guyanensis Brasil GU368235.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAQ 253P | L. guyanensis Brasil GU368234.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 247P | L. guyanensis Brasil GU368232.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAOQ 246P | L. guyanensis Brasil GU368231.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 243P | L. guyanensis Brasil GU368230.1

MHOM/BR/2002/RBO01 L. guyanensis Brasil GU071178.1

MHOM/BR/2007/029-ZAV L. guyanensis Brasil GU368226.1

MHOM/BR/2007/025-LFA L. guyanensis Brasil GU368225.1

MHOM/BR/2007/018-MAS L. guyanensis Brasil GU368224.1

MHOM/BR/2007/014-J1S L. guyanensis Brasil GU368223.1

MHOM/BR/2007/011 L. guyanensis Brasil GU368222.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAQO 328P | L. guyanensis Brasil GU368220.1
MHOM/BR/1997/NMT-MAO 324G | L. guyanensis Brasil GU368218.1

MHOM/BR/07/029-ZAV L. guyanensis Brasil FN395053.1

MHOM/BR/2002/ACVJ L. guyanensis Brasil MG029128.1

PA_ 180 L. guyanensis Brasil KX573974.1

MHOM/BR/1975/M4147 L. guyanensis Brasil KX573934.1

MHOM/EC/2016/BCN-885 L. guyanensis Espanha MT498900.1

MHOM/EC/2002/BCN-545 L. guyanensis Espanha MT498871.1

CFCO02016123 L. guyanensis Colémbia OM621852.1

MHOM/CO/83/REST417 L. guyanensis Colbmbia HF586357.1

MHOM/GF/85/LEM699 L. guyanensis Guiana FN395052.1
Francesa

MHOM/GF/2004/GAE1 L. guyanensis Guiana HF586406.1
Francesa

HF586362.1 L. guyanensis Guiana HF586362.1
Francesa

MHOM/GF/2004/LBC43 L. Guiana HF586361.1
guyanensis Francesa

MHOM/EC/90/UI.031 L. Equador HF586378.1

guyanensis
MHOM/EC/90/JUBERLY L. Equador HF586360.1
guyanensis

PAN565 L. Panama MW288824.1
guyanensis

MHOM/PE/02/LH2372 L. Peru FN395051.1
guyanensis

MHOM/BR/2002/NMT- L. braziliensis Brasil GU368210.1

LTCP14563-P
MHOM/BR/2001/NMT- L. braziliensis Brasil GU368209.1

LTCP14369-P
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MHOM/BR/2002/NMT-LTCP | L. braziliensis Brasil GU368207.1
14509-P
MHOM/BR/2002/NMT-LTCP | L. braziliensis Brasil GU368204 .1
14418-P
MHOM/BR/2001/JOLIVAL L. braziliensis Brasil GU368203.1
MHOM/BR/2002/NMT- L. braziliensis Brasil GU368202.1
LTCP14566-P
MHOM/BR/2006/ICA L. braziliensis Brasil GU368201.1
MHOM/BR/2002/NMT-LTCP | L. braziliensis Brasil GU368200.1
14627-P
MHOM/BR/2002/NMT-LTCP | L. braziliensis Brasil GU368198.1
14624-P
ER114 L. braziliensis Brasil MW531754.1
MHOM/BR/75/M2904 L. braziliensis Brasil JF449366.1
MHOM/BR/1975/M2903 L. braziliensis Brasil KX573933.1
MHOM/BR/2000/LTCP1339 | L. braziliensis Brasil GU071186.1
MHOM/BR/2002/LMG 70 L. braziliensis Brasil GU071181.1
MHOM/BR/2002/NMT-LTCP | L. braziliensis Brasil GU368205.1
14418-P
MHOM/BR/2001/RGJ L. braziliensis Brasil GU368183.1
MHOM/BR/2001/RGJ L. braziliensis Brasil GU368181.1
MHOM/BR/2002/EMM L. braziliensis Brasil GU368180.1
MHOM/BR/2002/EMM L. braziliensis Brasil GU368179.1
EM 099 L. braziliensis Brasil MF344845 .1
EM 062 L. braziliensis Brasil MF344844 1
CFC02016140 L. braziliensis | Colémbia OM621847 .1
CFCO02016138 L. braziliensis | Colédmbia OM621846.1
CFC02016131 L. braziliensis | Colémbia OM621845.1
CFC02016136 L. braziliensis | Colémbia OM621844 .1
CFC0201648 L. braziliensis | Colémbia OM621843.1
MHOM/CO/2018/ITM18071121 | L. braziliensis | Colémbia MZ362280.1
MHOM/CO/90/LEM2216 L. braziliensis | Colédmbia HF586371.1
MHOM/BO/2014/CUM-1264 | L. braziliensis Bolivia OP561807.1
MHOM/BO/2014/CUM-1267 | L. braziliensis Bolivia OP561805.1
MHOM/BO/2015/CUM-1376 | L. braziliensis Bolivia MW507526.1
MHOM/BO/2015/CUM-1373 | L. braziliensis Bolivia MW507524.1
MHOM/BO/2015/CUM-1370 | L. braziliensis Bolivia MW507522.1
MHOM/BO/2015/CUM-1320 | L. braziliensis Bolivia MW507507.1
MHOM/BO/90/AN L. braziliensis Bolivia HF586370.1
PA 287 L. braziliensis Panama KX573983.1
PA 029 L. braziliensis Panama KX573945.1
MHOM/PE/--/LC1407cl5 L. braziliensis Peru FR872766.1
MHOM/PE/--/CU00181 L. braziliensis Peru FR872764.1
MHOM/PE/--/LH3851 L. braziliensis Peru FR872763.1
MHOM/PE/02/PER104/0 L. braziliensis Peru FR715989.1
MHOM/PE/01/PER002/0 L. braziliensis Peru FR715986.1
MHOM/PE/01/PER006/1 L. braziliensis Peru FR715987.1
MHOM/PE/83/STI139 L. braziliensis Peru LN907833.1
MHOM/PE/--/LH1099 L. braziliensis Peru HF586375.1
MHOM/GF/2014/1ITM14042451 | L. braziliensis Guiana MZ362365.1

Francesa
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MHOM/GT/2018/ITM18070595 | L. braziliensis | Guatemala MZ362298.1

MHOM/GF/2017/ITM17012170 | L. braziliensis Guiana MZ362297 .1
Francesa

MHOM/BR/1975/M4147 L. Brasil Este estudo

guyanensis

MHO/BR/1975/M2903 L. braziliensis Brasil Este estudo

MDAS/BR/1979/M5533 L. naiffi Brasil Este estudo

MHOM/BR/1981/M6426 L. lainsoni Brasil Este estudo

MCEB/BR/1984/M8408 L. shawi Brasil Este estudo

IFLA/BR/1967/PHS8 L. Brasil Este estudo

amazonensis
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Tabela suplementar 2. Cepas, espécies, origem e numeros de acesso ao

GenBank (/ITS1) e de isolados de Leishmania spp. utilizados para o desenho de

primers e sondas.

Cadigo do isolado Espécies Origem GenBank
MHOM/GF/2004/LBC45 | L. guyanensis Guiana Francesa | DQ182541
MHOM/GF/2004/LBC43 L. guyanensis Guiana Francesa DQ1g2540
MHOM/GF/2003/LBC40 | L. guyanensis Guiana Francesa DQ1g2539
MHOM/GF/2004/LBC41 L. guyanensis Guiana Francesa DQ1g2538

CxES01408 L. guyanensis Guiana Francesa MN6S4095
MHOM/BR/75/M4147 L. guyanensis Brasil FJ7513387
MHOM/BR/75/M4147 L. guyanensis Brasil FJ753390
MHOM/BR/75/M4147 L. guyanensis Brasil FJ753389.

M1176 L. guyanensis Brasil OKOI;3933

J176 L. guyanensis Brasil MT636266

MHOM/BR/2002/NMT- L. guyanensis Brasil FN3§23331.
RBO013 1

MHOM/PE/2006/LH363 L. guyanensis Peru FN398332.

MHOM/PE/2006/LH366 L. guyanensis Peru FN3918330.

CXES%1406 L. guyanensis Costa Rica MN6(1)4094
MHOM/BR/2006/EF SF L. braziliensis Brasil JQOé11 322.
MHOM/BR/84/LTB300 L. braziliensis Brasil DQ1E132537
MHOM/BR/75/M2903 L. braziliensis Brasil FJ75;374.

MHOM/BR/1994/H3227 L. braziliensis Brasil MW513863
MHOM/BR/2013/ER271 L. braziliensis Brasil MT;4(1)888
MHOM/BR/2009/ER114 L. braziliensis Brasil MT9.410880
MHOM/BR/2007/ER004 L. braziliensis Brasil MT9;110876
MHOM/BR/2013/ER269 L. braziliensis Brasil MT9.410887
AM30 L. braziliensis Brasil MF832823
MT606270.1 L. braziliensis Brasil MT6.016270




79

5E2344B . braziliensis Brasil KF985166.
MHOM/PE/2003/LH292 . braziliensis Peru FN3928337.
MHOM/PE/(Z)OOG/CUOO1 . braziliensis Peru FN3918336.
MHOM/PE726002/LH221 . braziliensis Peru FN3918333.
MHOM/PY5/2000/KA9 . braziliensis Paraguai FN3918334.
IAYR/BR/1986/EOQ337 L. naiffi Brasil MW513863
MDAS/BR/1979/M5647 L. naiffi Brasil MW%;863
MDAS/BR/1979/M5533 L. naiffi Brasil MW75;863
157 L. naiff Brasi 506253
MDAS/BR/1979/M5533 L. naiffi Brasil FN3§18152.
MCEB/BR/1984/M8408 L. shawi Brasil MW513863
J202 L. shawi Brasil MT65623262

J30 L. shawi Brasil MT636255

J6 L. shawi Brasil MT636242
MCEB/BR/1984/M8408 L. shawi Brasil FN3§23328.
MHOM/BR/1981/M6426 L. lainsoni Brasil MW513864
voucher RPMI L. lainsoni Brasil MG%23303

P45 L. lainsoni Brasil MN7Q9036
MHOM/BR/1981/M6426 L. lainsoni Brasil FN3§13154.
75468 L. lainsoni Tailandia KY9812657.

723257 L. lainsoni Tailandia KY9812656.
MHOM/BR/73/M2269 . amazonensis Brasil HG511 2964
MHOM/CO/82/CELIS . amazonensis Coldémbia HG5.112933
MHOM/PA/87/GML416 . amazonensis Panama HG5.112932
PH8 . amazonensis Brasil OK0;3930

A
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MHOM/BR/73/M2269 L. amazonensis Brasil DQ182536
A
IFLA/BR/67/PH8 L. amazonensis México AF339753.
1
MHOM/BR/1975/M4147 L. guyanensis Brasil Este
estudo
MHO/BR/1975/M2903 L. braziliensis Brasil Este
estudo
MDAS/BR/1979/M5533 L. naiffi Brasil Este
estudo
MHOM/BR/1981/M6426 L. lainsoni Brasil Este
estudo
MCEB/BR/1984/M8408 L. shawi Brasil Este
estudo
IFLA/BR/1967/PHS8 L. amazonensis Brasil Este

estudo
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Tabela suplementar 3. Otimizacido das concentragdes de primers e sondas para
ensaios de qPCR para os alvos ITS1 e HSP70. Descrigao dos valores médios

do desvio padrao nas diferentes combinagcdes de concentragdes entre primers
(300 nM/500 nM) e sondas (100 nM/150 nM/200 nM).

c°d':)°:’r‘itr:f'e9ra° Concentracdo Lss _vss sSG _ssB
e e da sonda (Média * DP) (Média = DP) (Média = DP) (Média £ DP)
300/300 n, 100 v 18.82 + 0.20 18.98 + 0.26 18.15+0.28 18.05 + 0.16
500/500 nM. 100 n, 19.06 + 0.79 19.75 + 0.85 18.06 + 0.94 17.96 + 0.01
300/500 nM, 100 nML 18.53 + 0.04 18.37 + 0.67 17.63 +0.02 17.97 + 0.06
500/300 nM. 100 nvL 1868 +0.14 18.23 + 0.23 1792 +0.18 18.29 + 0.52
300/300 nM, 150 nM, 1810 £ 0.06 18.43 £ 0.03 18.03 £0.10 17.72 £0.03
500/500 n, 150 v 18.23 + 0.07 19.23 + 0.27 2125+ 0.71 17.87 + 0.06
300/500 nM, 150 nM, 18.22 + 0.06 17.96 + 0.26 17.73 +0.22 17.77 £ 0.05
500/300 n, 150 nL 18.41+0.16 18.12 + 0.96 18.31 +0.32 17.87 + 0.03
300/300 nM. 200 nM. 18.18 +0.25 18.88 + 0.45 2755 + 0.90 17.83 +0.04
500/500 nM, 200 nM, 17.96 £ 0.02 17.23 £0.33 1822011 17.70 £ 0.05
300/500 N, 200 nM, 17.99 + 0.12 17.55 + 0.76 18.28 + 0.08 17.65 +0.12
500/300 nM. 200 nM, 1817+ 0.14 18.34 + 0.14 1824 +0.15 17.58 = 0.20

Nota: DP: Desvio padrdo. nM: Nanomolar
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Tabela suplementar 4. Calculos da massa de DNA equivalente a um parasita.

£ Tamanho do Calculo da massa do Mazza do Massa total de| Numero de acesso
Espécies kDNA
P Genoma (bp) DNA nuclear (fg) . do parasita (fg) ao GenBank
(15.8%) (fg)
L (V) quyanensis|  32.54x10° me= 326 by 1-”?,?952;; gbpx2(n}=| g7 826 GCA 0249703651
L. (V) braziliensis| ~ 32.13<10° =32, 1366 byix “”?,gef;; ¢'bpx2 (n= 142 815 GCA_000002845.2
L) 32.1510° m= 32.15¢6 bp x 1.096e-21 g/ bp x 2 (n)= 113 815 GCA 0053171251
amazonensis 704 fg

Nota: kDNA: Cinetoplasto DNA. g: grama. bp: pares de base. fg: fentograma. A

massa (m) de um parasita é calculada usando a seguinte formula: m
[Tamanho do genoma (bp) x 1.096e2! g/bp x Ploidy] + (15.8% massa do kDNA)
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Tabela suplementar 5. Resultados do ensaio de inclusividade e exclusividade

para espécies de Leishmania e outros microrganismos.

Espécies de Leishry VSS (C{ LSS (Ct) SSG (Ct) SSB (Ct)
L. (V.) guyanensis Ci=18. ND Ci=16.3 ND
L. (V.) braziliensis Ci=18. ND ND Ci=16
L. (V.) naiffi Ci=18. ND ND Ci=175
L. (V.) lainsoni Ci=19. ND ND Ct=18.5
L. (V.) shawi Ct = 20. ND Ct=18.3 ND
L. (L.) amazonensis ND Ci=15.5 ND ND
Trypanosoma ND ND ND ND
cruzi
Trypanosoma ND ND ND ND
rangeli
Plasmodium ND ND ND ND
vivax
Sporothrix ND ND ND ND
brasiliensis
Mycobacterium ND ND ND ND
leprae
Mpycobacterium ND ND ND ND
tuberculosis

Nota: LSS: Sistema subgénero Leishmania. VSS: Sistema subgénero Viannia.

SSG: Sistema espécie L. (V.) guyanensis. SSB: Sistema espécie L. (V.)

braziliensis. Ci: Ciclo threshold. ND: Nao detectado.
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Tabela Suplementar 6. Caracteristicas demograficas e clinicas dos

participantes do estudo (N=442).

Caracteristicas

Valor (N=442)

Género
Feminino 88 (20%)
Masculino 354 (80%)
Idade (Média + SD)
Feminino 44.10£17.80
Masculino 38.47 + 14.18
Tipo de amostra
Biopsia 381 (86%)
Papel filtro 61 (14%)
Exame microscopico

Positivo 311 (70%)
Negativo 131 (30%)

Exame microscépico por tipo de amostra

Positivo — Bidpsia

271 (61%)

Negativo — Bidpsia

110 (25%)

Positivo — Papel Filtro

40 (9%)

Negativo — Papel Filtro

21 (5%)

Regido geografica

BR-174 101 (23%)
AM -010 85 (19%)
Ramal Pau Rosa 13 (3%)
Manaus 12 (2.7%)
Rio Preto da Eva 12 (2.7%)
Presidente Figueiredo 04 (0.9%)
Outros municipios 30 (6.7%)

Nao informada

185 (42%)

Profissao

Atividade extrativista

76 (17%)

Outros

117 (27%)

Nao informada

249 (56%)

Numero de lesdes no paciente (N=318)

169 (53.1%)

69 (21.7%)

30 (9.4%)

12 (3.8%)

15 (4.7%)

02 (0.6%)

03 (0.9%)

01 (0.3%)

1
2
3
4
5
6
8
9
Nao

informada

17 (5.4%)

Local da Lesao (N=301)

Cervical

03 (1%)

Tronco humano

09 (3%)

Membro inferior

104 (34%)

Membro superior

152 (51%)

Superior/Inferior

33 (11%)

Espécie de Leishmania (N=318)

L. (V.) guyanensis

264 (83%)

L. (V.) braziliensis 38 (12%)
L. (L.) amazonensis 09 (2.8%)
L. (V.) lainsoni 06 (1.9%)
L. (V.) naiffi 01 (0.3%)




85

Tabela Suplementar 7. Patologias Detectadas em Amostras Negativas para

Leishmaniose por gPCR e Microscopia.

Patologias Quantidade Porcentagem (%)
Esporotricose 21 16.94
Hanseniase 13 10.48
Ulcera cutanea cronica 12 9.68
Céancer de pele 6 4.84
Abcesso cutaneo 4 3.23
Pioderma 4 3.23
Cromomicose 2 1.61
Dermatoses 2 1.61
Tuberculoses 2 1.61
Picada de inseto 2 1.61
Cisto epidérmico 1 0.81
Sifilis 1 0.81
Psoriase 1 0.81
Dermatite alérgica 1 0.81
Infecgdo microbacteriana 1 0.81
Hernia ventral 1 0.81
Fibrose cutanea 1 0.81
Foliculite 1 0.81
Granuloma anular 1 0.81
Dermatite atopica 1 0.81
Indeterminada 46 37.10
Total 124 100%
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Tabela Suplementar 8. Sensibilidade e especificidade dos sistemas

moleculares estratificados em bidpsias e imprint comparados a microscopia.

Teste Bidpsia Imprint
molecular _ _ _ _
Microscopia + | Microscopia - Microscopia * MICfOiCOpIa
gPCR 271 7 (6%) gPCR ITS1+ 271
ITS1+ (100%) (100%)
gPCR 0 (0%) 103 (94%) gPCR ITS1 - 0
ITST - (0%)
Total 271 110 Total 271
gPCR 266 6 (5%) gPCR 266
HSP70+ (100%) HSP70+ (100%)
gPCR 0 (0%) 104 (95%) | qPCR HSP70- 0
HSP70 - (0%)
Total 266 110 Total 266
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Tabela Suplementar 9. Modelo de regresséo linear multipla entre os valores de

Ct e variaveis independentes, incluindo tempo e numero de lesdes.

Alvo Variavel B R? R? adj IC 95% P

Tempo | 0.023 10
1751 les30 0.36 [0.1316 | 0.1286 (0.016 — 0.030) 3.04e

Numero 0.23
de lesdes 0.065 | - - (-0.15-0.61) | 2237
Tempo | 0.020 08

HSP70 les3o 0.32 |[0.1041 | 0.1007 (0.013 — 0.027) 8.43e
Numero 0.06 ) ) 0.19 0.298
de lesdes ' (-0.17 — 0.56) '

Nota: B: Coeficiente beta padronizado. R?: coeficiente de determinagédo, R? adj:

coeficiente de determinagao ajustado.
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20. APENDICE I - FIGURAS SUPLEMENTARES

DNA de pacientes com
suspeita de leishmaniose
(bidpsia e papel filtro)

ETAPA 1

gPCR-ITS1

a Viannia- SSV.

( . 5 ETAPA 2
qPCR-HSP70

7 [_ @! ESPECIES i—]

{
L. (L.) amazonensis (4 (
Q () = ‘ [ L. (V.) guyanensis L. (V.) braziliensis gqPCR negativo
SSG SSB
( Sequenciamento
do DNA HSP70

\ o L. (V.) naiffi

Sequenciamento
do DNA HSP70

fi

e L. (V.) lainsoni
e L. (V.)shawi

Figura Suplementar 1. Fluxo de trabalho do diagndstico para qPCR e

sequenciamento de DNA na detec¢cdo molecular de subgénero e espécie



1.00

075

Sensitivity

025

0007 7

§.240 (0.936:1.000)

AUG = 0.944 [0.899 - 0.977]
P <0.0004

1.00

075

Sensitivity

0.25

000

1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Specificity
C
8.395 (0.952:0.975)

AUC =0.973 [0.917 - 1.000]
P <061

1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Specificity

89

1.00

Sensitivity
e

ALIC = 0.952 [0.910 - 0.984]
P <0.001
0007 7

9.285 (0.945 - 1.000)

075 0.50 025 0.00
Specificity

1007
10.760 (0.952 - 0.972)

075
2
=
W 0507
C
@
w

025

AUC =0.972 [0.923-1.000]
i P <056
0007 4°
100 078 050 0.25 0.00
Specificity

Figura Suplementar 2. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) e
respectivos AUC (Area Under the Curve). A) Curva ROC para o alvo ITS1
utilizando amostras de biopsia, AUC = 0,940 (IC 95%: 0,90 — 0,98, p < 0,0004).
B) Curva ROC para o alvo HSP70 utilizando amostras de biopsia, AUC = 0,950
(IC 95%: 0,91 — 0,98, p < 0,001). C) Curva ROC para o alvo ITS1 utilizando
amostras de imprint, AUC = 0,970 (IC 95%: 0,92 — 1,000, p < 0,61). D) Curva
ROC para o alvo HSP70 utilizando amostras de imprint, AUC = 0,970 (IC 95%:

0,92

~ 1,000, p < 0,56).
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Figura Suplementar 3. Representagcdo em boxplot dos valores de C; com
abordagem comparativa entre os métodos de amostragem. A) Comparagao de
VSS em bidpsia e imprint (p = nao significativo). B) Comparacdo de LSS em
bidpsia e imprint (p = NS). C) Comparacdo de SSG em bidpsia e imprint (p =
NS). D) Comparagao de SSB em bidpsia e imprint (p = NS). E) Comparagéao de
ACTB em biopsia e imprint (p = 7e-05).
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Figura suplementar 4. Representagdo em boxplot dos valores de Ct para SSV,
com abordagem comparativa entre espécies de Leishmania. A) Comparagao dos
valores de C: de VSS entre espécies de Leishmania utilizando amostras
combinadas de biopsia e imprint (L. (V.) guyanensis vs L. (V.) braziliensis: p =
4e-05; p.ajustado = 0.00027; demais comparagdes: NS). B) Comparagao dos
valores de C; de VSS entre espécies de Leishmania utilizando apenas amostras
de bidpsia (L.V.) guyanensis vs L. (V.) braziliensis: p = 0.0012; p.ajustado =
0.036; demais comparagdes: NS). C) Comparacédo dos valores de Ct de VSS
entre espécies de Leishmania utilizando apenas amostras de imprint (L. (V.)
guyanensis vs L. (V.) braziliensis: p = 0.021; p.ajustado = 0.15; demais

comparacgoes: NS).
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Figura suplementar 5. Representacdo em boxplot dos valores de C: para
marcadores moleculares em comparagdo com a localizagdo da lesdo em
amostras de bidpsia e imprint.. A) Comparagao com valores de Ci de VSS
(Membro superior vs cervical: p = 0.03; p.ajustado = 0.5; Membro inferior vs
cervical: p = 0.02; p.ajustado = 0.5; demais comparac¢des: NS). B) Comparagéo
com valores de Ct de LSS (todas as comparagdes: NS). C) Comparagdo com

valores de Cide SSG (todas as comparagdes: NS). D) Comparagao com valores
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de Ct de SSB (todas as comparagdes: NS). E) Comparagdo com valores de Ct

de ACTB (todas as comparagdes: NS).
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Figura Suplementar 6. Representacdo em boxplot dos valores de C: para

marcadores moleculares em comparagdo com a localizagdo da lesdo em

amostras de biopsia. A) Comparagao com valores de C: de VSS (Membro
superior vs cervical: p = 0.03; p.ajustado = 0.5; Membro inferior vs cervical: p =

0.03; p.ajustado = 0.4; Superior/Inferior vs cervical: p = 0.03; p.ajustado = 0.5;

demais comparagdes: NS). B) Comparagao com valores de Ctde LSS (todas as

comparagdes: NS). C) Comparagdo com valores de C; de SSG (todas as
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comparagdes: NS). D) Comparacédo com valores de Ci de SSB (todas as
comparacgdes: NS). E) Comparacdo com valores de Ci de ACTB (todas as

comparacgdes: NS).7
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21, AP?NDICE J - PROTOCOLO TECNICO LABORATORIAL DE
DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE
LEISHMANIA NO ESTADO DO AMAZONAS (CONTINUA)

PROTOCOLO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA IDENTIFICACAO DE

ESPECIES DE Leishmania NO ESTADO DO AMAZONAS

INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) representa um grave problema de
saude publica no estado do Amazonas, Brasil, caracterizada por uma complexa
epidemiologia e diversidade de espécies de Leishmania. A identificacdo precisa das
espécies ¢ crucial para o prognoéstico, tratamento e vigilancia epidemioldgica. No
Amazonas, as espécies mais prevalentes incluem L. (Viannia) guyanensis, responsavel
por aproximadamente 94% dos casos, seguida por L. (V.) braziliensis, L. (Leishmania)

amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V) shawi/lindbergi (1).

A metodologia de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR)
direcionada aos genes I7S/ e HSP70 tem se mostrado uma ferramenta diagnostica
molecular robusta para a identificacdo de subgéneros e espécies de Leishmania. Estudos
demonstram que a qPCR-ITS1 e a qPCR-HSP70 apresentam alta sensibilidade (99,7% e
99,6%, respectivamente) e especificidade (94% e 95%, respectivamente) para a deteccao
e diferenciacdo de Leishmania. A prevaléncia de espécies identificadas por esses métodos
no Amazonas ¢ de aproximadamente 83% para L. (V) guyanensis, 12% para L. (V.)
braziliensis, 3% para L. (L.) amazonensis, 1.7% para L. (V.) lainsoni e 0.3% para L. (V)
naiffi. Este protocolo detalha o fluxo de trabalho molecular para a identificacdo dessas

espécies, visando padronizar e otimizar o diagndstico na regido.

MATERIAIS E AMOSTRAS

As amostras biologicas utilizadas para a extragdo de DNA consistem em biopsias
de lesdes cutaneas ou impressoes em papel filtro, sendo quatro impressdes por paciente.
A extragao de DNA genomico ¢ realizada utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
(QIAGEN), seguindo as instrugdes do fabricante. Para a amplificagdo e deteccdo por
qPCR, utiliza-se o equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). Como controles,
sao empregados um pool de DNA de Leishmania positivo e um controle negativo sem

molde (NTC - No Template Control), utilizando dgua ultrapura. O gene da ACTB humana
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serve como controle de referéncia para avaliar a qualidade do DNA e a presenca de
inibidores da PCR. Todos estes procedimentos de biologia molecular foram realizados no

laboratério de biologia molecular da Fundagao Hospitalar Alfredo da Matta (FUHAM).

FLUXO DE TRABALHO (FIGURA S1)

DNA extraido de biopsias ou papel filtro de pacientes com suspeita de LTA.

o Se detectado o subgénero Leishmania (LSS) por meio da qPCR-/TS1, a amostra é
submetida ao sequenciamento de um fragmento de DNA do gene HSP7(0, com o proposito
de confirmar a espécie L. (L.) amazonensis.

o Se detectado o subgénero Viannia (VSS) por meio da qPCR-/TS!, a amostra ¢
submetida a qPCR-HSP70, para identificacdo das espécies L. (V.) guyanensis (SSG) ou
L. (V.) braziliensis (SSB).

. Em caso de resultado negativo na qPCR-HSP70 para essas espécies, € realizada
um sequenciamento de um fragmento de DNA do gene HSP70 para identificacao de

espécies de baixa frequéncia como L. (V.) lainsoni ou L. (V) naiffi.

REACAO DA gPCR

Cada reacdo de qPCR ¢ preparada em um volume final de 10 pL, contendo:
TagMan™ Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG [1x], 300 nM de cada primer,
100 nM da sonda especifica e 2 pL de DNA molde (com concentragao entre 25-50 ng/uL).
O programa de ciclagem consiste em 40 ciclos de amplificacdo, com desnaturagao a 95°C
por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Uma amostra ¢ considerada
positiva quando sua curva de amplificagdo cruza o limiar (threshold) de 0.02, gerando um

valor de C; (Cycle threshold).

Os primers e a sonda para a deteccdo do subgénero Viannia sio:

. Primer Forward (F): 5’-GGAGGCTTGTGTTTTCTAGCAAG-3".
. Primer Reverse (R): 5’-ATATGTTAACGTCGATCGGCCT-3".

o Sonda (Probe): 5’-CACAGATACGCAATACAAT-3’(VIC/MGB).

Os primers e a sonda para a deteccao do subgénero Leishmania sdo:
. Primer Forward (F): 5’-ATGGCCGATCGACGTTATAGC-3".
. Primer Reverse (R): 5~ AGCCGTTATCCACACACGC-3’.
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. Sonda (Probe): 5’-AATGCCCGTTTCAATAC-3’(FAM/MGB).

Os primers comuns para a amplificacdo da regido HSP70 sdo:
o Primer Forward (F): 5>-AGGCCGACAAGATGCAGC-3’.
. Primer Reverse (R): 5’~ AGCTTGCCGGACACGTTC-3".

As sondas especificas para cada espécie sao:

J Sonda SSG (L. (V.) guyanensis): 5’-AAGAACACGATCGCCG-3’ (VIC/MGB).
o Sonda SSB (L. (V) braziliensis): 5 -TGAAGAACACGGTCTCC-3’
(FAM/MGB).

SEQUENCIAMENTO HSP70

Para o sequenciamento da regido HSP70, uma reacdo de PCR inicial ¢ realizada
em um volume de 20 pL, contendo: 0.3 puM de cada primer (F: 5'-
GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3"e R: 5'-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3') (2),
1% Platinum Hot Start PCR Mastermix e 5 pL. de DNA molde (10-40 ng). Os primers
amplificam um fragmento de 234 bp. O programa de ciclagem ¢é: 94°C por 5 minutos;
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto; e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos.
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