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RESUMO

Introdugdo: Uma parte dos pacientes com Leishmaniose tegumentar americana
desenvolvem lesdes mucosas com consequentes deformidades. A compreensao da
fisiopatogénese da forma mucosa é limitada pelo escasso conhecimento dos fatores
associados a disseminagdo do parasito e pelo grande intervalo de tempo que pode
existir entre o desenvolvimento das lesées cutdnea e mucosa da doenca.

Objetivo: Avaliar fatores clinicos e imunoldgicos fatores associados a disseminagao
de Leishmania spp para a mucosa nasal através de avaliagao clinica e laboratorial
sistematizada. Além disso procuramos validar novo antigeno de leishmania produzido
na UnB.

Métodos: Foi realizado estudo transversal onde foram incluidos consecutivamente
pacientes atendidos no ambulatério de Leishmaniose do Hospital Universitario de
Brasilia. Os pacientes foram submetidos a fotografias sistematizadas das lesdes e os
exames dermatolégico/otorrinolaringolégico foram registrados em fichas especificas.
Citocinas inflamatorias foram medidas no soro. O desfecho principal foi a presenca de
DNA de leishmania em swab nasal realizada por PCR. Também foi testado antigeno
derivado da cepa MHOM/BR/PH8 o qual foi inoculado em camundongos B57BL/6 com
avaliagao de segurancga por parametros clinicos, laboratoriais e histopatologicos.
Resultados: Para avaliar a associagao entre os niveis de citocinas IL-12, IL-6, TNF-
a, IL-10, IL-1B e IL-8 e a presencga de leishmania em mucosa nasal foi construido um
modelo de regressdo de Poisson considerando interagcbes multivariadas de
caracteristicas clinicas e laboratoriais. Dos 79 pacientes com Leishmaniose cutanea,
24 (30%) apresentavam DNA de L. (V.) braziliensis na mucosa nasal. No modelo
multivariado, a presenca de DNA do parasito na mucosa foi associada a reducéo dos
niveis de IL-12 (RP = 0,440; p = 0,034), aumento dos niveis de IL-6 (RP =1,001; p =
0,002) e maior numero de afetados segmentos corporais (RP = 1,65; p <0,001). Em
um segundo modelo as areas de infiltragdo, macula e eritema foram maiores em
pacientes com a disseminacao de leishmania para a mucosa nasal, mas a associagao
nao foi significativa. Apos a aplicagdo do antigeno derivado da cepa MHOM/BR/PH8
foi verificada infecgao por leishmania em um dos camundongos. Nao foram verificados
outros sinais clinicos, laboratoriais e histopatologicos de toxicidade em nenhum dos
outros camundongos.

Conclusées: O modelo multivariado sugeriu que a indugdo de um perfil Th1 com a
producao de IL-12 é importante para prevenir a disseminagao de L. (V.) braziliensis
para a mucosa. Observamos uma taxa de disseminacao precoce de Leishmania spp
para a mucosa nasal maior do que a descrita anteriormente. O antigeno testado no
estudo produziu possivel infecgdo em um dos camundongos, ndo sendo seguro para
testes em humanos.

Palavras chave: Leishmaniose, mucosa, imunologia, analise multivariada



ABSTRACT

Introduction: A portion of patients with American Tegumentary Leishmaniasis develop
mucosal lesions with consequent deformities. The understanding of the
pathophysiogenesis of the mucosal form is limited by the limited knowledge of the
factors associated with the dissemination of the parasite and by the large time interval
that may exist between the development of the disease's cutaneous and mucosal
lesions.

Objective: To evaluate clinical and immunological factors related to the spread of
Leishmania spp to the nasal mucosa through systematic clinical and laboratory
evaluation. In addition, we seek to validate a new leishmania antigen produced at UnB.
Methods: A cross-sectional study was carried out in which patients treated at the
leishmaniasis outpatient clinic of Hospital Universitario de Brasilia were consecutively
included. The patients were submitted to systematic photographs of the lesions and
dermatological/otorhinolaryngological exams were registered in specific forms.
Inflammatory cytokines were measured in serum. The main outcome was the presence
of leishmania DNA in a nasal swab performed by PCR. An antigen derived from the
MHOM/BR/PHS8 strain was also tested and inoculated in B57BL/6 mice with safety
assessment by clinical, laboratory and histopathological parameters.

Results: To assess the association between the levels of cytokines IL-12, IL-6, TNF-
a, IL-10, IL-1B8 and IL-8 and the presence of leishmania in the nasal mucosa, a Poisson
regression model was built. considering multivariate interactions of clinical and
laboratory characteristics. Of the 79 patients with cutaneous leishmaniasis, 24 (30%)
had L. (V.) braziliensis DNA in the nasal mucosa. In the multivariate model, the
presence of parasite DNA in the mucosa was associated with reduced IL-12 levels (RP
= 0.440; p = 0.034), increased IL-6 levels (PR = 1.001; p = 0.002) and greater number
of affected body segments (PR = 1.65; p < 0.001). In a second model, the areas of
infiltration, macula and erythema were greater in patients with spread of leishmania to
the nasal mucosa, but the association was not significant. After application of the
antigen derived from the MHOM/BR/PH8 strain, infection by leishmania was verified in
one of the mice. There were no other clinical, laboratory and histopathological signs of
toxicity in any of the other mice.

Conclusions: The multivariate model suggested that the induction of a Th1 profile with
the production of IL-12 is important to prevent the spread of L. (V.) braziliensis to the
mucosa. We observed a higher rate of early spread of Leishmania spp to the nasal
mucosa than previously described. The antigen tested in the study produced a possible
infection in one of the mice, and was not safe for testing in humans.

Keywords: leishmaniasis, immunology, multivariate analysis, mucocutaneous,
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DHT: Hipersensibilidade do Tipo Retardado ( Do inglés- Delayed Type
hypersensitivity)

DNA: Acido desoxirribonucleico, (do inglés- Deoxyribonucleic acid)
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dsRNA: Acido Ribonucleico de Dupla Hélice ( do inglés: double — stranded ribonucleic
acid)

DP: Disseminagao precoce

ELISA: Ensaio de Imunoabsor¢gdo Enzimatica (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

FAM: 6- Carboxifluoreceina

FBS: Soro Bovino Fetal (Do inglés: fetal bovine sérum)

Fc: Regido “Fragmentos Cristalizaveis” ( Do inglés: fragment crystallizable region)
FOXP3: forkhead box P3

FRET - transferéncia de energia ressonante por fluorescéncia (do inglés: fluorescence
resonance energy transfer)

GP63: Glipoproteina 63

GIPLs: Fosfolipidios de Glicoinositol ( Do inglés: Glycoinositolphospholipids)

y-GT- Gama Glutamil transferase

gRNA: RNA guia (do inglés: Guide ribosomal ribonucleic acid)

HLA: Antigeno Leucocitario Humano

HP: Histopatoldgico

HSP70- proteina de choque térmico de 70 quilodalton( do inglés- Heat shock protein)
H&E- hematoxilina-eosina

IDRM: Intradermoreac&o de Montenegro

IFIl: Imunofluorescéncia Indireta

IFN-y: Interferon Gama

IG : Imunoglobulinas

IL: Interleucina

IL-2r: Receptor de Interleucina 2

ILC: Células linfoides inatas (do inglés: innate lymphoid cells)

iNOS: Oxido Nitrico Sintetase Induzivel (do inglés: Inducible nitric oxide synthase)
ITS- Espagador Interno Transcrito (Do inglés: Internal transcribed spacer)

kDNA: DNA do Cinetoplasto(do inglés: kinetoplast DNA)

LAG3- Gene de Ativagao de Linfocito 3

LB: Linfécitos B

LC: Leishmaniose Cutanea

LCA: Leishmaniose cutanea atipica
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LCD: Leishmaniose Cutaneo Difusa

LCI: Leishmaniose Cutanea Intermediaria

LD: Leishmaniose Cutanea Disseminada

LDT= limite de deteccéao

LM: Leishmaniose mucosa

LR: Leishmaniose recidiva cutis

LDPC: Leishmaniose dérmica pds calazar

LelF: Fator de Iniciagdo Eucaridtico de Leishmania 43( do inglésLeishmania
eukaryotic initiation factor 4A)

LFA: Antigeno Associado a Fungao Linfocitaria ( do inglés Lymphocyte Function-
Associated Antigen-1)

Linfécito Th1: Linfocito T Auxiliar do Tipo 1 (Do inglés T helper

Linfocito Th1: Linfocito T Auxiliar do Tipo 2( T helper 2)

Linfécito Th17: Linfocito T Auxiliar do Tipo 17(T helper 17)

LIT: do inglés “Liver Infusion Triptose”

LM: Leishmaniose Mucosa

LM: Leishmaniose Mucosa

LPG: Lipofosfoglicana (do inglés lipophosphoglycan)

LT: Linfécito T

LTA: Leishmaniose Tegumentar Americana

LV: Leishmaniose Visceral

LVR1: Leishmania Virus 1

MHOM/BR/PHS8: Cepas de referéncia e outras sobre as quais a informacédo é
publicada ou disseminada s&o rotulados por um cédigo de quatro elementos (codigo
OMS), indicando (1) o hospedeiro do qual a cepa foi isolada, (2) o pais em que a
infeccao

foi adquirido (se conhecido com certeza), (3) o ano de isolamento e (4) a primeira
designagao de laboratorio do isolado, que deve permanecer uma parte do codigo e
nao pode ser substituido por um numero de banco criogénico. As listas de codigos
utiizados estdo no manual de controle da Leishmaniose da OMS. No caso
hospedeiro(C- classe; SSS — espécie)/pais/nome da cepa. M- sendo a classe de

hospedeiro mamifero, HOM- Homo sapiens, BR- Brasil, PH8- Nome da sepa.
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MCP-1: Proteina Quimioatractante de Mondcitos 1 ( Do inglés: Monocyte
chemoattractant protein)

MH: Hanseniase

MHC: Complexo Maior de Histocompatibilidade

MIP-1 alfa Proteina Inflamatéria de Macréfagos 1 Alfa (Do inglés: Macrophage
inflammatory protein 1 alpha)

MRNA: Acido Ribonucleico Mensageiro (Do inglés: messenger RNA Ribonucleic acid)
NAP- Nucleo de Apoio a Pesquisa

NASBA: Amplificagdo Baseada em Sequéncia de Acido Nucleico (do inglés: Nucleic
acid Sequence Based Amplification)

NF-kB: Factor Nuclear Kappa B (do inglés Nuclear factor kappa B)

NLR: receptores NOD-like (do inglés Nod Like receptors).

NK: Exterminadoras Naturais (do inglés: Natural killer)

NMG: Antimoniato de n-metil Glucamina

NNN: McNeal, Novy & Nicolle

OMS: Organizacado Mundial da Saude

ON: Oxido Nitrico

PAMPs: Padrdes moleculares associados a patogenos ( do inglés: pathogen
associated molecular patterns)

pb: Pares de bases

PBMC: Células Mononucleares do Sangue Periférico (Do inglés: Periferal blood
Mononuclear cells)

PCR Reacao em Cadeira da Polimerase (Do inglés polymerase chain reaction)
PD-1: Proteina de Morte Programada 1(Do inglés Programmed cell death protein 1)
PD-L: Ligante de Morte Programada (Do inglés Programmed death-ligand)

PHA: Fitohemaglutinina ( Do inglés phytohemagglutinin)

PPGs: Proteofosfoglicanas ( do inglés: proteophosphoglycan)

PRR= receptores de padrao(do inglés: pattern-recognition receptors)

PWM: Mitogéno de Pokeweed

PR: razao de prevaléncias ( do inglés: prevalece ratios)

QT: Quantitativo

RNA: Acido Ribonucleico( do inglés: Ribonucleic acid)
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RIG-I: genes indutores de acido retindico — | (do inglés- Retinoic acid-inducible gene
1)

RFLP = Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (do inglés:
Restriction Fragment Length Polymorphism)

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

ROS: Espécies Reativas de Oxigénio (do inglés: reactive oxygen species)

rDNA: DNA ribossémico (do inglés: Ribosomal Deoxyribonucleic acid)

rRNA: RNA do ribossomo (do inglés: Ribosomal ribonucleic acid)

RUQ: uso limitado a pesquisa (do inglés: research use only)

SLA: Antigenos Soluveis de Leishmania (do inglés soluble Leishmania antigens)
SLA-LC:Antigeno Soluvel de Leishmania Derivado de Pacientes com LC

TAMRA- carboxitetrametilrodamina

TGO - Transaminase Glutédmico Oxalacética

TGP -Transaminase Glutamico Piruvica

Taqg- Thermus aquaticus

TCR: Receptor de Célula T (Do inglés: T Cell Receptor)

TGF: Fator de Transformacao do Crescimento (Transforming growth fator)

TLR: ReceptoresTipo Toll ( Do inglés: toll like receptor)

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral (Do inglés tumor necrosis fator)

Treg: Células T Regulatérias

UNESCO: Organizagao das Nag¢des Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura (
Do inglés: United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization)

KO: Knock out

VIF: fator de inflagdo da variancia ( do inglés: variance inflation fator)

WT: Alelo Selvagem

TX: Texas
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PREAMBULO

Esta tese é composta por quatro capitulos. A introdugao (Capitulo 1) apresenta
informacdes gerais sobre a importancia e histérico da leishmaniose mucosa assim
como assuntos relevantes a todos os capitulos. Uma contextualizagédo de temas
mais relevantes a cada capitulo estara presente em sua respectiva introdu¢do. Com
o objetivo de entender os fatores clinicos e imunoldgicos responsaveis pelo
desenvolvimento da Leishmaniose mucosa desenvolvemos estudos transversais
tendo como desfecho primario a disseminagao da L. (V.) braziliensis para a mucosa
nasal. Devido a mudancgas na disponibilidade da IDRM no periodo do estudo e
antevendo dificuldades no diagndstico dos pacientes, necessario para incluséo no
estudo, também realizamos testes em animais com vistas a validagao de antigeno
derivado de L. (L.) amazonensis produzido na Universidade de Brasilia- Capitulo 2.
O trabalho principal- Capitulo 3- procurou desenvolver modelo dos fatores
imunoldgicos relacionados a LM. Entendendo a importancia de se buscar fatores
clinicos capazes de guiar pratica médica diaria foi realizado também estudo de
possiveis fatores relacionados a morfologia da lesdo que pudessem predizer o

desenvolvimento de LM- Capitulo 4.



CAPITULO 1- INTRODUGCAO GERAL
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1.1 HISTORICO

A primeira evidencia fossil de possiveis ancestrais de leishmania é do periodo
Cretaceo a aproximadamente 100 milhdes de anos atras, sendo esta derivada de uma
fémea de mosquito palha preservada em ambar que foi encontrada em Burma (1, 2).
Os hospedeiros iniciais da Leishmania spp podem ter sido répteis (3). Em mamiferos
evidéncias fosseis da presenga conjunta do vetor e do reservatério sugerem que a
Leishmaniose em tenha se originado durante o periodo Paleoceno (65-31 milhdes de
anos atras)(3). A Leishmaniose humana deve estar relacionada a propria origem e
evolucdo do homem na Africa (3, 4). Testes moleculares apontam para a existéncia
de Leishmaniose em mumias egipcias com aproximadamente 4000 anos de idade (5).
Na América Latina a Leishmaniose provavelmente estava presente no periodo pré-
colonial ja que estudo paleopatoldgico mostrou sinais indicativos de LM em cranios do
sitio arqueoldgico de Makat-Tampu no Peru(6)(Figura 1). A forma mucosa na regido
pode ser ainda mais precoce, ja que esculturas em ceramica mochica dos séculos | a

VII D.C exibem lesdes sugestivas de Leishmaniose Mucosa(LM) (Figura 2) (6).
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Figura 1: Cranio encontrado no Sitio arqueolégico de Makat-Tampu: Trata se de cranio de um Homen
de aproximadamente 35-45 anos de idade com lesao litica em osso palatino formando uma curvatura
suave e bordos arredondados e ondulantes que contorna o 0sso e exibe sinais de neovascularizagao.
Observa-se ainda a auséncia de cornetos nasais. Foi observada ainda fratura de espinha nasal
anterior incluindo a destruigado parcial do maxilar sem reagao periosteal. A borda da leséo é
arredondada reta e fina-adaptado de ALTAMIRANO-ENCISO 2001(6).

Figura 2: A: Peca “Figura antropomorfica sentada: representagéo do doente” (Fotografo: Martin
Franke) B: Peca "Apresentacdo do doente: Leishmaniose"( Fotégrafa: Sandra Steil3). Ambas estdo no
Museu Etnolégico de Berlin. As pecgas sao da cultura Mocha 0-600 D.C e representam cabeca
antropomorfica com bico na parte de tras e mostram labios e nariz deformados por conta da doenca.
Wilhelm Gretzer (1847 - 1926) © Foto: Museu Etnolégico dos Museus do Estado de Berlim - Patriménio
Cultural Prussiano. A- URL: http://www.smb-
digital.de/eMuseumPlus?service=Externallnterface&module=collection&objectld=44921&viewType=det
ailView B- URL:http://www.smb-
digital.de/eMuseumPlus?service=Externallnterface&module=collection&objectld=2939&viewType=detai
View.

O agente etiolégico da Leishmaniose Tegumentar Americaca(LTA), chamada
entdo “ferida de Deli”, foi primeiramente descrito como tal em 1903 por Wrigth(7). No

Brasil o agente etioldgico da LTA , a época denominada ulcera de Bauru, foi quase


http://www.smb-digital.de/eMuseumPlus?service=ExternalInterface&module=collection&objectId=2939&viewType=detailView
http://www.smb-digital.de/eMuseumPlus?service=ExternalInterface&module=collection&objectId=2939&viewType=detailView
http://www.smb-digital.de/eMuseumPlus?service=ExternalInterface&module=collection&objectId=2939&viewType=detailView
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que simultaneamente identificado por Lindenberg e por Carini & Paranhos em
1909(8). Rabello afirma que € possivel afirmar, entretanto, que existe Leishmaniose
documentada no Brasil pelo menos desde 1827(9). Evidéncia de infeccdo ainda mais
precoce por espeécie Leishmania simile foi encontrada em cadaver mumificado com
aproximadamente 300 anos em Minas Gerais(10).

A ciéncia brasileira teve importancia central na luta contra a LTA tanto no
tratamento, com a descoberta do tartaro emético por Gaspar Vianna em 1911(8),
como no diagndstico, com a descrigdo por Montenegro em 1926 da “reacéo cuténea
ao extrato de Leishmania”(11)(Figura 3). Esta reagao, que passou a ser chamada de
intradermorreagao de Montenegro (IDRM), avalia a resposta de hipersensibilidade
retardada ao antigeno de Leishmania e tem fundamental importancia, até os dias de
hoje. Por ser de facil aplicagéo, o teste é de extrema importancia nos locais onde nao
ha disponibilidade de teste molecular, além de auxiliar no diagnéstico de pacientes
com PCR negativo e(12, 13) .
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Fig. 1.—Vesicle formation skin reaction to Leishmania extract.

Figura 3- llustragdo presente no artigo de Montenegro de 1926, no qual o autor descreve a formagéo
de vesicula, apds reagéo ao extrato de Leishmania- Montenegro 1926-(11).



31

1.2 SITUACAO ATUAL

A Leishmaniose é um importante problema de saude mundial com uma
incidéncia estimada de 0.9 a 1.6 milhdes de casos todos os anos, sendo
aproximadamente 0.2 a 0.4 milhdes de casos da forma visceral (LV) e 0.7 a 1.2
milhdes de casos da Leishmaniose cutanea (LC)(14, 15). A maioria dos casos da LC
ocorrem nos seguintes paises: Afeganistdo; Argélia; Brasil; Colébmbia; Republica
Islamica do Iran; Paquistdo; Peru; Arabia Saudita e Republica Arabe da Siria(16). A
Leishmaniose cutanea antropondtica é uma preocupacido no sudeste da Asia. Esta
doenga é caracterizada por grandes surtos em cidades densamente povoadas de
grandes cidades, especialmente em zonas de conflito, campos de refugiados e em
situacdes onde existe grande migracao populacional(16). A figura 4 mostra o estado
da endemicidade na LC a nivel mundial em 2018, segundo a Organizag&o Mundial da
Saude (OMS).

o oo

Namero de novos casos de LC, 2018

Paises que reportaram casos de LC importados Il >5 000
Brasil - 265 Suécia - 23 Jordania - 4 I 1000 - 4999
Libano - 263 Venezuela (Replblica  Suriname - 4 _ . =
Iran (Republica Iskmica do) - 158 Bolivariana da) - 20 Bulgaria - 3 - 10054399 [ casos autoctones nao reportados
Colombia - 46 Uzbequistdo- 7 Reino Unido - 3 Grécia- 1 [ ] <100 [ Auséncia de dados
Bolivia (Estado Plurinacional da) - 29 China - 5 El Salvador - 2 Itdlia - 1 — N .,
Bélgica - 25 Peru -5 Bangladesh - 1 panamé- 1 0 [ Naoaplicavel

Figura 4: Estado da endemicidade de LC no mundo em 2018 segundo a OMS-(adaptado de:
<https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/->. Acesso em: 24 abril. 2021).

Além de sua grande incidéncia, a Leishmaniose tem grande impacto na saude

populacional ao nivel global, medido pelo indice de esperanga de vida corrigida pela
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incapacidade (DALYs), tendo maior impacto que doengas como Hanseniase, dengue
e doenga de Chagas(17). O Impacto negativo das sequelas da LTA é possivelmente
subestimado pela sua associagdo com desordens psiquiatricas(18, 19). Além da
possibilidade de levar a morte tanto na forma visceral como na forma tegumentar(14,
20), a LTA pode evoluir para a cronicidade e levar a deformidades, principalmente na
LM e na Leishmaniose Difusa (LCD)(21-23). Estudo realizado por Costa e col mostrou
que 73.3% dos pacientes com Leishmaniose Mucosa (LM) se sentem marginalizados
e 96% das pessoas da comunidade onde estes pacientes vivem acham que 0s memos
tem problemas de relacionamento social(24).

Outro aspecto desafiador da Leishmaniose €& complexidade clinica e
epidemioldgica, sendo uma mesma espécie pode causar diversas formas clinicas da

doenca, como demonstrado no Quadro | (Adaptada de Burza e cols.)(25)
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Indicéncia
global estimada

L. donovani*

L.

tropica*

L. aethiopica*

Leishmania

Leishmania

Leishmania

LV e
LDPC

LC, LR e
raramente
LV

LC, LD,
LCD e LC

oronasal

Febre
Esplenomegalia,

persistente,

perda de peso,
anemia na LV,
multiplas lesbes
papulares

maculares ou

nodurares em LDPC
Lesdes  ulceradas
"secas", indolores, e
frequentemente
multiplas
Lesdes cutaneas
nodulares,
ocasionalmente
oronasais;
raramente ulceram

LV é fatal
anos; Lesoes de LDPC

em dois

tem cura espontanea
em até 85% dos casos
na Africa, mas

raramente na Asia.

Lesbes cuténeas
geralmente tem cura

espontanea em 1 ano

cura espontanea em 2
a 5 anos, exceto LCD

Predominantemente
adolecentes e adutos jovens
para a LV; Criangas jovens no
Sudéo e sem fatores de risco
claramente estabelecidos para
LDPC.

Sem grupos de risco claramente
definidos

Evidéncias limitadas,

adolecentes

Humanos
Humanos, mas
focos zoondéticos

tambem existem

Hiracoides

India, Bangladesh,

Etiopia, Sudao,

e Sudao do Sul

Leste do
mediterraneo,
oriente médio,
norteste e sudeste
da Africa.

Etiopia and Kenia

50 000-90 000
casos de LV,
ndamero

desconhecido de
casos de LDPC

200 000400
000 de LC

20 000-40 000
LC



L. major*

L. infantum*

L. mexicanat

Leishmania

Leishmania

Leishmania

LC

LCelV

LC,LCDe
LD

Necrose rapida,
multipla

feridas “Umidas” e
com severa

inflamacao

Febre persistente e
esplenomegalia em
LV;
LC tipicamente leva
a nodulos Unicos
com

inflamacdo minima

Lesbes ulcerativas,
Unicas ou

multiplas

Cura espontanea em Sem grupos de risco claramente

> 50% dos casos definidos
dentro

2-8 meses; multiplas

lesbes que demoram a

cicatrizar,
Leva a cicatrizes

graves

Roedores

LV é fatal dentro de Criangas menores de 5 anos e Caes,

2 anos; Lesbdes de LC adutos

tem cura espontdnea na LV; criangas mais velhas
dentro de 1 ano e jovens adultos para LC

conferindo imunidade

permanente

Cura espontadnea em 3 Sem grupos de risco claramente

a 4 meses definidos

imunocomprometidos e humanos

Roedores

marsupiais

lebres,

e Ameérica do Sul
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Ira, Arabia Saudita, 230 000430
norte da Africa, 000LC

o Oriente Médio,

Asia central, e

Africa Ocidental

China, sul da 6200-12.000
Europa, Brasil e casos de
América do Sul para LV do velho

LV e LC; América mundo e
Central para LC 4500-6800
casos de

LV do novo
mundo;

ndmero
desconhecido de
casos de LC
Numero limitado
de

casos, incluidos
no total de
187 200-300 000
casos de LC do
Novo Mundo



L. Leishmania LC,LCDe
amazonensist LD

L. Viannia LC, LM,
braziliensist LD, e LR
L. Viannia LC, LD e
guyanensist LM

Lesbes ulcerativas,

Unicas ou
multiplas

Lesdes ulcerativas
podem

progredir para
mucocutaneas;

linfonodos locais séo
palpavel antes e no
inicio

no inicio das lesdes

Lesbes ulcerativas,
unicas ou
multipla que pode
progredir

para a forma
mucocutanea;
linfonodos
palpaveis.

Nao bem descrita

Pode ter cura

espontanea dentro
6 meses; 2 a 5% dos
casos progridem para

LM

Pode ter cura
espontanea dentro
6 meses

Sem grupos de risco claramente
definidos

Sem grupos de risco claramente
definidos

Sem grupos de risco claramente
definidos

Gambas e Ameérica do Sul
roedores

Caes, humanos, Ameérica do Sul
roedores e

cavalos

Gambas, América do Sul
preguicas e

tamanduas
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Numero limitado
de

casos, incluidos
no total de
187 200-300 000
casos de LC do
Novo Mundo

A maioria do total
de

187 200-300 000
casos de LC do
Novo Mundo

Numero limitado
de

casos, incluidos
no total de
187 200-300 000
casos de LC do
Novo Mundo £

LV = Leishmaniose visceral. PDPC = Leishmaniose dérmica pés-calazar. LC = Leishmaniose cutanea. LR = Leishmaniose recidiva cutis. LCD = Leishmaniose cutanea difusa. LD =

Leishmaniose cutanea disseminada. LM = Leishmaniose mucocutanea. * Leishmaniose do Velho Mundo. 1 = Leishmaniose do Novo Mundo. 1 As estimativas sao de todas as

Leishmanioses do Novo Mundo, com Leishmania (V.) braziliensis compreendendo a grande maioria desses casos.

Quadro 1- Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das espécies de Leishmania, adaptado de Burza e cols(25).



36

Nas Américas, varias espécies de Leishmania podem causar Leishmaniose
tegumentar, tais como: L. (V.) braziliensis; L. (L.) amazonensis; L. (V.) guyanensis; L.
(V.)  panamensis; L. (L.) mexicana; e outras(Figura 5)(26). Nesta regido, a
epidemiologia da doenga é especialmente complexa com variagdes intra e
interespecificas nos ciclos de transmisséo, reservatorios, vetores, manifestagbes
clinicas e multiplas espécies de Leishmania em circulacdo em uma mesma area
geografica(16), como pode ser observado na figura 3 - Adaptado de Aronson e
cols.(27). Na regido de Brasilia, entretanto, 90% dos casos de LTA sdo causados por
L. (V.) braziliensis (28). O acometimento mucoso também tem grande associagdo com
a L. (V.) braziliensis, mas casos causados por outras espécies ja foram relatados(29-
32).

P

B Area endémica de L. mexicana
I Area endémica de L. braziliensis

] Area endémica de
L. guyanensis/L. panamensis

. I Area endémica de
~ L. infantum (syn L. chagasi)

Figura 5- Mapas da distribuicao geografica da Leishmaniose tegumentar na América Latina - Fonte —
referéncia (27).

A LTA se encontra entre as grandes endemias existentes no Brasil e na
América Latina(26). Diversos estudos brasileiros apontam a existéncia da doenca e
de seu vetor em todas as regides do Brasil, sendo a doencga ja registrada em todos os
estados brasileiros(33-47). Esta doenga classicamente € uma zoonose de animais
silvestres e que ocasionalmente infecta seres humanos principalmente homens
adultos e lavradores. A partir do final do século passado houve mudancga do padréao
epidemioldégico com aparecimento de um segundo padrdo com aumento de
acometimento de mulheres, de faixas etarias mais homogéneas, de profissdées néo
relacionadas as atividades de mata e procedentes de regides metropolitanas(48). Esta
mudanca € relacionada a transmissao domiciliar da doenca sendo que o principal

vetor da LTA no DF é mais frequentemente encontrado no peridomicilio(48, 49).
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O padrao de transmissdo antropondtica da LC tem importancia no velho
mundo(50). Na LTA, por outro lado, o papel do ser humano como reservatério em
caso de surtos de Leishmaniose por L. (V.) braziliensis ja foi levantado no ultimo
manual da OMS(51). Segundo Schriefer e cols, entretanto, ciclos antroponéticos ndo
sdo considerados importantes na LTA, exceto por alguns relatos de que este modo de
transmissao ocorre com L. (L.) infantum chagasi em grandes areas urbanas no
nordeste do Brasil(52, 53). A figura 6 mostra a densidade de incidéncia de LTA no
Brasil em 2019 (54).
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Figura 6- Incidéncia de Leishmaniose cutanea/mucosa por 100.000 habitantes, segundo nivel
administrativo subnacional, Regido das Américas, 2019- Adaptado de ref(54) disponivel em
https://iris.paho.org/handle/10665.2/53091.



https://iris.paho.org/handle/10665.2/53091
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O vetor da Leishmaniose cutanea € o flebétomo, sendo que nas Américas
varias espécies estdo envolvidas, entre elas: Lu. intermedia; Lu. gomezi, Lu.
wellcomei; Lu. whitmani; Lu. carrerai; Lu. yucumensis; Lu. llanosmartinsi; Lu.
spinicrassa; Lu. ovallesi; Lu. rapidoi; Lu. gomezi; Lu. ylephiletor, Lu. panamensis; Lu.
umbratilis; Lu. whitmani; Lu. anduzei; Lu. longiflocosa; Lu. ayacuchensis; Lu.
peruensis; Lu. verrucarum; e Lu. flaviscutellata(55). Na regidao de Brasilia o principal
vetor incriminado na transmissao da LTA e a Lu whitmani sendo a Lu davisi também
possivelmente implicada(56).

A diversidade de hospedeiros é mais um fator da complexidade epidemioldgica
da Leishmaniose que, além do homem, tem sido descrita em uma variedade de
insetos, canideos e outros mamiferos(figura 7)(57). No padrdo de transmissao
classico animais silvestres seriam os responsaveis e, mais recentemente, o cao

domeéstico tem sido relatado como importante (51).
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Figura 7- Frequéncia de relatos de Infecgao por Leishmania spp. por hospedeiro nas américas-
adaptado da referéncia (57)
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1.3 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A pesar de nao existirem critérios homogéneos para o diagndstico, este deve
ser baseado na conjuncéao de critérios clinico, epidemioldgicos e laboratoriais(58). A
confirmacgéo parasitologica da doenga nem sempre é possivel ja os testes comumente
disponiveis tem baixa sensibilidade(13) e mesmo testes de biologia molecular séo
eventualmente negativos na LTA(12). Neste sentido a ultima versdo do Manual do
Ministério da Saude, para efeitos de tratamento, ja admite a confirmagao do caso por
critérios clinico epidemiologicos, quando esta nao for possivel por métodos clinico-

laboratoriais(26).

Para a definicdo de casos o mesmo manual coloca os seguintes critérios:

Caso Suspeito

= Leishmaniose cutanea: individuo com presenca de lesdes de pele ulceradas
ou ndo com trés semanas ou mais de evolugcdo em paciente residente ou
exposto a area de transmissao.

» Leishmaniose mucosa: individuo com presencga de lesdo de mucosa de vias
aeéreas superiores, principalmente nasal, em paciente residente ou exposto

a area de transmissao.
Caso Confirmado

= Critério clinico-laboratorial de Leishmaniose cutanea e/ou mucosa: a
confirmacao dos casos clinicamente suspeitos devera preencher no minimo
um dos seguintes critérios:

» Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para area com
confirmacédo de transmissdo e encontro do parasito nos exames
parasitologicos diretos e/ou indireto.

= Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para area com
confirmacao de transmissao e intradermorreagcao de Montenegro (IDRM)
positiva.

= Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para area com

confirmagéao de transmissdo com outros métodos de diagndstico positivo.
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= Critério clinico-epidemioldgico de Leishmaniose cutédnea e/ou mucosa

» Todo caso com suspeita clinica, sem acesso a métodos de diagndstico
laboratorial e com residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para
area com confirmacao de transmissao. Nas formas mucosas, considerar a
presenca de cicatrizes cutdneas como critério complementar para

confirmacéo do diagndstico.

1.3.1 Apresentagao clinica

A infeccdo por Leishmania spp. pode levar a um grande numero de
manifestagdes tegumentares dependendo de fatores como a espécie de Leishmania
envolvida, o numero de parasitos inoculados, local do indculo e estado nutricional e
imunitario do individuo(59).

Nao existe consenso quando a classificacdo da LTA, na ultima edi¢cao do
Manual de Organizagdo Mundial de Saude, a Leishmaniose cutanea do novo mundo
em imunocompetentes é dividida em: 1- Leishmaniose cuténea localizada(LC); 2-
Leishmaniose mucocutanea(LM); 3- Leishmaniose cuténea difusa(LCD); 4-
Leishmaniose cutanea disseminada(LD); e 5- Leishmaniose cuténea atipica(LCA)
(60).

A Leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC) é uma forma que ocorre no sul da
Asia e no leste da Africa durante ou apés um episédio de Leishmaniose visceral
causada por L. (L.) donovani (51, 61). Apresentacao clinica semelhante também tem
sido descrita em pacientes infectados com L. (L.) infantum chagasi com
imunodepressdo associada a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ou apos
transplante de 6rgaos(62-64). Lesbes mucosas também podem ocorrer na LDPC com
acometimento da lingua, mucosa oral e palato mole(63, 65).

Apresentaremos a seguir as formas clinicas de acordo com a classificagdo da

OMS para pacientes imunocompetentes(51).

1.3.1.1 Leishmaniose cuténea localizada-(LC)

Forma mais comum da doenca, a LC é caracterizada por ulcera indolor de

formato arredondado ou ovalado, base eritematosa e com consisténcia firme,
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apresenta bordas bem delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e granulagdes
grosseiras(Figura 8)(26, 66, 67). A area média da lesdo € de 30mm? e tem com
evolucao aproximadamente de 30 dias, embora o tamanho da leséo seja influenciado
pelo tempo de evolugéao(68).

Uma caracteristica muito importante é a linfadenopatia que ocorre em 80-100%
dos casos(69, 70). Este sinal, entretanto, tende a variar de acordo com a espécie
sendo mais frequente na LC causada por L. (V.) braziliensis (94.5% dos casos) que
na causada por L. (V.) guyanensis(71). Ao contrario da ulcera, a linfadenopatia é
dolorosa em 59% dos casos e pode surgir em até 3 meses apds o inicio da
doenga(70). O paciente tipico € do sexo masculino, agricultor e com uma mediana de
21 anos de idade(68). O teste com o antigeno de Montenegro é positivo em 83-90%
dos casos(72-75).

Figura 8- Ulcera de bordas elevadas tipica de Leishmaniose- Fonte: Arquivo pessoal.

1.3.1.2 Leshmaniose Cuténea Disseminada- (LD)

E causada principalmente pela Leishmania (V.) braziliensis, mas pode também
ser causada pela L. (L.) amazonensis, pela Leishmania (V.) guyanensis (76) e pela
Leishmania (V.) panamensis(77, 78). Caracteriza-se pelo aparecimento de 10 ou
mais lesbes em areas nao continuas do corpo, podendo ser entre outras papulares,

nodulares, acneiformes ou ulceradas(Figura 9) (79, 80). Tipicamente os pacientes
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apresentam lesdes primarias caracterizadas por ulcera de morfologia semelhante a
LC e posteriormente desenvolvem papulas secundarias. Estas lesbes acneiformes
secundarias tem caracteristicas histopatologicas distintas das primarias,
apresentando infiltrado inflamatério menos intenso e de distribui¢ao folicular(81, 82).

O rapido surgimento de lesdes secundarias (83) associada a presenga
frequente de sintomas sistémicos como febre, calafrios e astenia (84) sugerem que a
disseminacdo na LD é predominantemente hematogénica(83). Esta disseminagao
pode explicar a alta prevaléncia de acometimento mucoso em pacientes com LD, de
28-44% dos casos(79, 83, 85, 86).

Na LD a reagdo de Montenegro pode ser positiva ou negativa(84). Apesar de
alguns autores referirem que a intradermoreagao de Montenegro (IDRM) é fortemente
positiva nesta forma da doenga(87), sua positividade varia entre 58,8% e 85% em
diferentes estudos(78, 80, 85, 86) e em um estudo o diametro da reagao tendeu a ser
menor nesta forma que na forma cuténea localizada(88). A reacgéo intradérmica de
Montenegro, entretanto, tende a se tornar positiva apds o tratamento(80), positividade

que chega a 100% em algumas séries de casos(84).
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Figura 9- Leishmaniose disseminada em paciente envolvendo tronco e membros- Fonte- arquivo
pessoal

1.3.1.3 Leishmaniose Cutaneo Difusa

Forma rara de Leishmaniose cutédnea que ao longo do tempo tem recebido
diversas denominagdes como: Leishmaniose tegumentar multipla, com lesdes
lepromatoides; Leishmaniose anégica Hansenoide; Leishmaniose tegumentar
generalizada, com Lepromas Leishmaniéticos; Leishmaniose disseminada de aspecto
Lepromatoso; Leishmaniose tegumentar simulando Lepra; Leishmaniose cutanea
pseudo-Lepromatosa; Leishmaniose lepromatosa; Leishmaniose  anergo-
histiocitbmica lepromatoide; Leishmaniose dérmica nao-ulcerada, em nddulos e
extensas placas infiltradas e pigmentadas; Leishmaniose americana anérgica
disseminada; Leishmaniose tegumentar difusa; Leishmaniose tegumentar

queloidiana; e Leishmaniose cutanea difusa(89).
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Nas Américas a LCD é causada pela L. (L.) amazonensis e L. (L.)
mexicana(87), embora ja tenham sido reportados casos por outras espécies como: L.
(L.) waltoni(90), L. (V.) panamensis(91) e L. (V.) braziliensis(92). A LCD foi
inicialmente definida em 1962 por Convit(93), apdés uma série de casos de
Leishmaniose atipica que foram descritos a partir de 1948(94, 95). No trabalho original
as seguintes caracteristicas estao presentes na LCD que permitem sua diferenciagcao
com a LC(93):

1. Ela se inicia com papulas discretas que crescem lentamente e se
desenvolvem em ndédulos semelhantes a queloides. Estes nodulos
usualmente formam placas que geralmente sado lisas, firmes e de cor
vermelho amarronzada. Algumas desenvolvem superficie com escama ou
verrucosa. Elas ndo ulceram. A doenga pode envolver grandes porgdes do
corpo (Figura 9). As membranas mucosas nao sao geralmente envolvidas,
mas quando atacadas as lesdes sao somente superficialmente infiltradas e
nao existem lesdes de septo nasal. Os 6rgaos internos n&o sao lesados.

2. A doenca é caracterizada histopatologicamente por granulomas compostos
por grandes macréfagos, que contém Leishmanias em grande niumero em
seu citoplasma intensamente vacuolizado.

3. O teste intradérmico com o antigeno de Leishmania (Reagdo de
Montenegro) é negativo nos casos iniciais e avangados.

4. Parasitos sdao abundantes em esfregacos realizados de diferentes lesdes.

5. Usualmente a melhora é pequena e apenas temporaria com o uso de varias

formas de terapia convencional.

Apesar da divergéncia quanto aos critérios para classificagdo de um caso como
de LCD, a caracterizagdo da lesédo clinica como placas e nodulos infiltrados de
crescimentos lento(Figura 10), que podem com o tempo atingir grandes areas da pele,
€ constante na literatura(89, 96-98). Em estudo brasileiro retrospectivo que analisou
40 casos de LCD as morfologias mais frequentes em ordem decrescente foram:
nodulos em 81%; Placas em 67,6%; tubérculo em 46%:; ulceras em 40,6%; vegetagao
em 19%; e papulas em 19%(99). A LCD também pode levar a acometimento mucoso

e este tem frequéncia aproximada entre um terco e metade dos pacientes a depender
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do estudo(99-101). A lesdo mucosa da LCD é geralmente superficial(100), mas ja
tenham sido descritos casos de perfuragcao de septo nasal(99, 102).

Esta forma da Leishmaniose esta caracteristicamente associada a
negatividade da IDRM, que ocorre em 100% dos pacientes(73, 103). Em série de
casos em que 30 pacientes foram submetidos a IDRM, esta foi negativa em 90% dos
casos(27 pacientes), houve alternancia entre positivo e negativo em 6,6%(2 casos) e

o teste foi falso positivo em um caso(99).

Figura 10- Placas, noédulos e papulas nao ulceradas em paciente com Leishmaniose difusa. Fonte
arquivo pessoal.

1.3.1.4 Formas atipicas

Nao existe definicdo de forma atipica nesta referéncia, mas a morfologia tipica
seria uma lesao crateriforme arredondada ou ovalada. Segundo Guimaraes e cols a
Leishmaniose atipica seria a que nao fosse classificada em nenhuma das quatro
formas classicamente descritas(LC, LM, LCD e LD)(104). Segundo Meireles e cols em
recente metanalise a forma atipica da LC poderia incluir as seguintes apresentacoes:
ulcera vulcanica eritematosa, lupdide, eczematosa, erisipeldide, verrucosa, seca,
zosteriforme, paroniquiana, esporotricéide, cancriforme e anular(105). A grande
variedade de apresentagdes clinicas da LTA pode levar a atraso no diagnéstico e
piorar o prognostico destes pacientes(106). Desta forma, a Leishmaniose pode levar
pode fazer parte do diagnéstico diferencial de uma grande gama de condigbes
clinicas(Tabela 1 e Figuras 11 a 17)(107). A variagao clinica pode estar relacionada a
variagbes antigénicas dos parasitos, sendo que Guimaraes e cols mostraram que
variagdes genéticas na L. (V.) braziliensis estiveram associadas a apresentagdes

clinicas atipicas(104).



Tabela 1- Diagnésticos diferenciais da Leishmaniose adaptado de Gurel e cols(107)

Leishmaniose cutanea aguda:

* Impetigo, ectima, furunculose, carbunculose
* Hanseniase

 Tuberculose cutis verrucosa

* Infecgdes micobacterianas atipicas
« Sifilis

» Kerion

* Infec¢des fungicas profundas (por exemplo, esporotricose, blastomicose,
micetoma, histoplasmose)

* Esporotricose

* Amebiase

* Molusco contagioso

* Verruca vulgaris

* Orf

* Rosacea granulomatosa

» Sarcoidose

» Granuloma de corpo estranho

» Granuloma piogénico

* Linfocitoma cutis

* Linfoma cutaneo de células T

» Carcinoma basocelular

» Carcinoma de células escamosas
* Ceratoacantoma

» Metastases cutaneas
Leishmaniose cutanea cronica e Leishmaniose recidivante:
* Ldpus vulgar

* Hanseniase

* Sarcoidose, lupus pérnio

» Granuloma facial

* Infiltrado linfocitico de Jessner

* Linfocitoma cutis

* Lupus eritematoso discoide
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* Psoriase

* Queldides

» Goma sifilitica
* Esporotricose
* Rinoscleroma

« Ulceras venosas cronicas

Figura 11- LC atipica zosteriforme em face lateral esquerda de térax- fonte: arquivo pessoal
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Figura 12- LC atipica forma lupdide- apresentando se como multiplas placas algumas com
exulceragdes centrais em cotovelo e brago direitos. Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 13- LC atipica simulando Lupus pernio apresentando-se como placa violacea em dorso nasal
associada a areas de exulceracdo. Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 14- LC atipica apresentando-se como lesdo tumoral em regido palpebral esquerda- Fonte
arquivo pessoal.
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Figura 15- LC atipica apresentando se como placa violacea associada a exulceragées com
configuragéo cribriforme. Fonte: arquivo pessoal

Figura 16- LC atipica apresentando-se como multiplas ulceras em membro inferior esquerdo e que foi
tratada em outro servigco como ulcera vascular. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 17- LC forma atipica apresentando-se como mudltiplas ulceras e fistulas em membro inferior
direito simulando micetoma. Formas amastigotas foram encontradas por Imunohistoquimica. Fonte:
Arquivo pessoal.

1.3.1.5 Leishmaniose Mucosa- LM

O acometimento mucoso da Leishmaniose pode ocorrer nos diversos contextos
clinicos em que a doenca se manifesta, podendo ocorrer sem indicios de leséo
cuténea prévia(108) ou vir associada outras formas clinicas da Leishmaniose como a
LCD(99-101, 109), LDPC(63), Calazar(110, 111), LD(79, 83, 85, 86) e LC(108, 112).
Tipicamente a LM se apresenta como acometimento mucoso isolado ou associado a
LC e LD levando a lesdes destrutivas na mucosa das vias aéreas superiores de lenta
progressao(Figura18) (113). O acometimento mucoso associado a outras formas de
Leishmaniose geralmente se caracteriza por lesbes com apresentacdo clinica e
evolugao diversas. Na LCD o acometimento mucoso ocorre em aproximadamente um
terco dos casos, mas tem sido descrito como superficial(99-101). J& nos casos
associados a Leishmaniose visceral o local mais comum de acometimento néo é o
nariz mais sim a cavidade oral: a lingua, labios e mucosa de palato mole (63, 111,
114).

Figura 18- Leishmaniose disseminada associada a lesdo mucosa em palato- Fonte- Arquivo pessoal.
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A LM corresponde a aproximadamente 1,4 e 16,5% dos casos de LTA a
depender do estudo(115-120). Estima-se que 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam
lesdo mucosa(113). No Brasil, a LM é atribuida principalmente a L. (V.) braziliensis,
mas ja foram citados na literatura casos por L. (L.) amazonensis e L. (V.)
guyanensis(113). Pacientes com infecgao por L. (L.) braziliensis evoluem para a LM
com frequéncia que varia de 0,3 a 16,5%(115-117, 119, 121-123). Em estudo
realizado no Hospital Universitario de Brasilia foi observado que 40,8% dos casos de
LTA atendidos foram de LM(124). Esta proporgao, entretanto, n&o reflete a
prevaléncia de LTA na populagao ja que, por tratar-se de um centro de referéncia, é
de se esperar que casos mais graves, como os de LM, sejam mais frequentemente
encaminhados ao servico, aumentando sua proporcao entre os atendidos no hospital.

Os fatores de risco classicos para o desenvolvimento de LM s&o o numero e
extensdo das lesdes cutaneas(125), lesdes acima da linha da cintura(125), auséncia
de tratamento ou tratamento inadequado da doenga(32, 125), forma disseminada da
doenga e numero de segmentos corporais acometidos(79, 82, 126). Em estudo
retrospectivo com 2820 caso de LTA, Machado-Coelho apontou como fatores de risco
adicionais idade maior que 22 anos, sexo masculino, duragdo de doenga maior que 4
meses e desnutricdo grave(123). A infecgéo pelo HIV também seria um possivel fator
de risco ja que 43% dos pacientes com coinfec¢gao HIV/LTA teriam a forma mucosa
da doenca(127, 128). Esta proporcao €, entretanto, possivelmente superestimada ja
gue tem como base a frequéncia relativa de casos reportados na literatura associados
a coinfecgdo(129) o que definitivamente ndo € uma amostra representativa da
populacao de infectados. Isso é reforgado pelo fato de que estudo europeu mostrou
que apenas 0,3% dos pacientes com coinfecgao tem lesao mucosa(130). Ademais os
casos de coinfecgdo tem caracteristicas clinicas diferentes da LM classica,
apresentando frequentemente exame parasitoléogico positivo na lesdo IDRM
negativa(131).

Apesar se ser assunto controverso, a presenca de sinais de LC previa poderia
ser encontrada na maior parte dos pacientes com LM (84-87%), segundo estudos(108,
132). A proporgéo de Leishmaniose mucosa concomitante, definida como aquela que
ocorreu associada a lesao cutanea ativa, pode variar entre 8,8% até 30,3%(108, 132,
133). Classicamente, portanto, a LM mais frequentemente acompanha cicatriz

cutanea de LC prévia (LM tardia) (108, 132, 133). Por outro lado, grande serie de
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casos evidenciou que quando submetidos a exame multidiciplinar até 38% dos
pacientes tem a forma mucosa concomitante, ocorrendo mais frequentemente que a
forma mucosa tardia (25%)(134). Esta divergéncia na literatura pode ser
consequéncia de que raros sdo 0s servicos que submetem seus pacientes com lesao
cutdnea exame nasal sistematico(134, 135). Cerca de 70% dos pacientes
desenvolvem LM em um intervalo de menos de 5 anos ap6s LC(108), sendo que um
estudo mostrou que em apenas 7% dos casos este intervalo foi maior que 10
anos(132). E importante ter em mente, que, diferentemente da lesdo cutanea, que é
facilmente visivel, a lesdo mucosa se desenvolve em area nédo imediatamente visivel
tornando-a sintomatica somente em estagios mais avancados. Consequentemente, o
intervalo entre a presenca da lesdo cutanea e o acometimento mucoso tende a ser
superestimado na literatura. Isso é reforgado pelo avangado estagio de acometimento
mucoso que os pacientes com LM apesentam ao diagnostico nestes estudos(136,
137).

Os sintomas iniciais de LM sao epistaxe, rinorréia persistente, obstrucido nasal
intermitente e eventual liberagao de tecido pela narina (132). Em casuistica de servigo
no Rio de Janeiro com 132 pacientes com lesdo mucosa o sintoma mais frequente foi
obstrugao nasal (59.8%), seguido de epistaxe (48.4%) e de rinorreia (22.1%)(133). Em
outro estudo de Porto Velho-RO 91% dos pacientes apresentavam a eliminacéo de
crostas fétidas, que foi o sintoma mais frequente(136). A LM ainda pode levar a
sintomas como ferida em cavidade oral, odinofagia ou disfagia quando acomete a
faringe e ainda disfonia e tosse quando acomete a laringe(138, 139).

A LM acomete mais frequentemente o septo e a mucosa nasal(137), mas pode
localizar-se nos labios, boca, faringe, laringe e até vias bronquicas(79, 108, 124, 140,
141). Em estudo com 26 pacientes, Ruas mostrou que a maioria (53.6%) teve leséo
em apenas um local da via aerodigestiva, 19,2% em dois locais e 19.2% em trés locais.
No mesmo estudo, 88.3% dos pacientes tinham lesdo em cavidade nasal, 38.5% na
cavidade oral, 34.5% na faringe e 19.2% na laringe. Estes resultados sao semelhantes
aos encontrados em outros estudos sendo que o acometimento da mucosa nasal
tende a ocorrer em 91 a 100% dos casos(108, 132, 140). Um dado relevante € que a
grande maioria dos pacientes com lesdo oral (84%) tem lesdo nasal associada(140).
Diante disto, existe divergéncia na literatura lesbes mucosas extra nasais podem

acometidos primariamente(132) ou apenas por extensdo de lesdo de mucosa
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nasal(108). Em estudo retrospectivo com 3005 pacientes com LM do estado de Sao
Paulo, apenas um paciente nao tinha lesdo em mucosa nasal(142). A LM também
pode, infrequentemente, levar a lesdo de ouvido. Esta lesdo, quando ocorre, é por
acometimento do orificio faringeo da tuba auditiva o que pode levar a otite média
secretora cronica(108, 113, 143). Tontura de provavel origem vestibular também pode
estar associada a LM, neste caso sendo mais provavelmente consequéncia do
tratamento com antimoniato de N metil glucamina(144).

Existe uma relagdo entre a gravidade das lesdes e o tempo de evolugédo das
mesmas(137). A lesdo geralmente se inicia como eritema e infiltracdo na mucosa
nasal seguida de granulagao e ulceragao posterior(Figura 19)(145). A mucosa torna-
se espessada hiperemiada e edemaciada com aumento do volume da pirdmide nasal
seguindo-se perfuracao de septo e comprometimento das estruturas de sustentagao
do nariz levando a facies “leishmaniética” ou “nariz em tapir’(113). Em estudo
realizado em servico de referéncia do Rio de Janeiro foi verificado que a caracteristica
mais frequentemente encontrada nas lesdes nasais foi a infiltracdo(89%), seguido de
padrao ulcero-destrutivo(59%) e ulceroso(33,6%)(133). Lessa e Col propuseram
classificagao das lesdes de LM em cinco estagios (Tabela 2)(137). Grande parte dos
pacientes neste estudo tiveram diagnostico tardio da doenga uma vez que 48% dos
pacientes ja apresentavam, ao diagnodstico, lesbes em estagios avangados com
ulceracao de septo ou destruicao da arquitetura nasal e que apenas 4% apresentavam
doenga em estagio 1(137). De forma coerente com a classificacdo proposta, este
autor argumenta que a LM se inicia com o surgimento de nodulagdo na mucosa
nasal(137). A presencga e alteragbes histopatolégicas causadas pela LTA ja pode,
entretanto, estar presente em mucosa apenas hiperemiada(146) sendo a hiperemia

de mucosa isoladamente ja definidora de LM ativa segundo alguns autores(108, 145).

Tabela 2- Classificagdo em estagios da LM em mucosa nasal adaptado de Lessa e cols 2012(137)
Estagio Observacéo clinica na doenga de mucosa nasal

I Nodulacdo sem ulceragao
Il Ulceracao superficial

1] Ulceracéao profunda

\Y Perfuracao de Septo

V Destruigao da arquitetura nasal e alteragao da estrutura facial
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Figura 19- Aspectos clinicos da Leishmaniose mucosa em diferentes fases da doenca

segundo Lessa(137) . (A) Lesbes nodulares (setas) sem ulceragéo ao longo da ponta
nasal, conchas nasais inferiores e septo (estagio 1). (B) Lesbes granulares finas,
caracterizadas por ulceragées superficiais observadas nas conchas nasais inferiores
e o0 assoalho da fossa nasal (estagio ll). (C) ulceragbes profundas com reagéo tecidual
mais intensa e granulagéo tecidual claramente visivel e infiltragdo da mucosa (estagio
I). (D) O septo nasal cartilaginoso é perfurado (seta) com granulagéao tecidual visivel
e infiltracdo da mucosa do septo nasal posterior e conchas nasais inferiores (estagio

IV, forma ativa). IC: conchas inferiores; S: septo- Fonte- Ref-(137)

Classicamente, nesta forma, a IDRM é positiva em 87-100% dos casos (73,
147) e estudo mais recente mostrou uma sensibilidade de 93,7% a 97,4% para esta
forma da doenga(133, 148). Alguns estudos também demonstraram que a intensidade
da IDRM €& maior nos pacientes com LM, quando comparados aqueles com a LC (103,

149, 150). Em estudo realizado em nosso servigo verificamos que a associagao
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univariada entre maiores valores da IDRM e a presencga da forma mucosa se tornou
nao significativa apds analise multivariada levando em conta o tempo de doenga, a
idade, positividade para IFl e numero de lesées sugerindo que algum outro fator pode
explicar a associagéo entre a LM e o valor da IDRM(151).

Nesta forma de LTA a sensibilidade de exames parasitologicos € extremamente
baixa. Em estudo realizado no Hospital Universitario de Brasilia apenas 27,7% dos
pacientes com LM tiveram esfregaco positivo e 10% a cultura in vitro demonstrou o
crescimento de Leishmania sp(148). A visualizagdo do parasito na histopatologia &
também rara nesta forma da doenga ocorrendo em apenas 21,7% dos casos segundo
Boggild e col(152).

Mesmo exames de biologia molecular tem apenas moderada sensibilidade, em
torno de 76%, para o diagnostico da forma mucosa da doenga(153). Uma opgéo néo
invasiva para o diagndstico de LM é a pesquisa de Leishmania sp pelo uso de reagao
em cadeia da polimerase apds a coleta de swab nasal. Em estudo realizado em no
HUB-UNnB a acuracia do PCR de swab nasal para o diagnéstico de LM foi de 86%
(73.81-93.05) nao se mostrando diferente do PCR de fragmento da leséo colhido por
bidpsia 88.37% (75.52—-94.93)(148). No estudo esta técnica de biologia molecular ndo

foi positiva em nenhum dos controles, sem o diagndstico de LM(148).

1.3.2 Diagnéstico Laboratorial

1.3.2.1 Reacéo intradérmica de Montenegro (IDRM)

A reacéo intradérmica foi descrita por Wagener em 1923 e em introduzida por
Montenegro em 1926 para o diagndstico de Leishmaniose(11, 154, 155). O teste
consiste na aplicagao de 0,1ml do antigeno intradermicamente na regido flexora do
antebraco, sendo a leitura feita 48 horas depois, uma enduracdo de 5mm ou mais
considerada positiva(Figura 20) (26, 156). Ela mede a reagao de hipersensibilidade
retardada a suspencéo de promastigotas mortos(157).

O uso da IDRM se baseia no fato de que a fisiopatologia da LC e LM
caracterizam-se por uma resposta imune Th1 com positividade da hipersensibilidade
do tipo retardada, bem como proliferagao linfocitaria, e produgao de IFN-y e TNF-a

apos estimulagdo antigénica(158, 159). Apesar de, na LC causada por L. (V.)
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braziliensis, quase a totalidade dos pacientes apresentarem producgao in vitro de IFN-
y (160), testes que procuram avaliar a produgao de IFN-y na Leishmaniose ainda néao
foram capazes de substituir a IDRM. Teste in vitro de produgao de interferon gama
desenvolvido para ser utilizado em condi¢cdes de campo (QUANTIFERON) foi positivo
em apenas metade dos individuos que tinham positividade a IDRM(161). De forma
semelhante, em outro estudo com contatos domiciliares de pacientes, 38,9% dos
individuos que apresentavam IDRM positiva ndo produziam IFN-y quando estimulados
in vitro(162). Este teste, entretanto, quando associado a IDRM foi util em aumentar a
estimativa de individuos expostos a leishmania entre contatos de 11,7% para 17%
(162).

A IDRM possui alta sensibilidade porem baixa especificidade(13), sendo
positivo em uma proporgao entre 6,3% e 17% de residentes assintomaticos de areas
endémicas(41, 163-165). Outra limitacdo do teste € que ele consiste em uma
suspensdo de formas promastigotas de leishmania e sua composi¢ao é variavel a
depender da regido estudada. A falta de um antigeno padronizado, portanto, dificulta
sua interpretacdo(166) e variagdes sutis no antigeno utilizado podem resultar em
performance diferente(167). Outra dificuldade decorre do fato que o antigeno é de
dificil produgdo em grande escala, com a necessidade de cultura do parasito(166, 168,
169).

Além disso o teste pode ser positivo em pacientes sadios de areas endémicas
que varia de 6,3% e 17,9% (41, 163-165), sendo que alguns autores consideram que
a maior parte destes pacientes com IDRM positiva e sem evidéncia de LTA no
passado ou no presente, teve uma infeccdo subclinica(162, 165, 170). Existem
também estudos que sugerem que o teste poderia, por si s6, causar uma reagao
imune suficiente para a positivagdo do teste em uma segunda aplicagéo(171, 172).
Em estudos longitudinais em areas endémicas, entretanto, esta positivagédo da IDRM
€ mais comumente atribuida a infeccao subclinica entre as aplicagdes(165).

Positividade do teste na auséncia de exposi¢cao a leishmania é um assunto
ainda controverso. Uma das explicagdes para o fendbmeno seria reagcdo cruzada com
outras doengas sendo que estudos antigos mostraram, que alguns pacientes com
Pénfigo Folidceo ou Tuberculose apresentam IDRM positiva(173), porém
posteriormente outro estudo sugeriu que a IDRM nao se torna positiva em individuos

sem exposi¢cao(174), sendo negativa em doentes com tuberculose(175). A relagao
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com a vacinagao com a BCG também é controversa sendo que estudo com animais
mostrou que a vacinagdo com BCG pode induzir reagdo cutdnea ao antigeno de
leishmania(176), mas estudos em humanos sugeriram, que a vacinagao prévia com o
BCG pode inibir a IDRM(177, 178). A doenca de Chagas € citada com uma das
possiveis causas se reagdes cruzadas pela literatura(13), mas estudo mostrou que
95,1% dos pacientes com doencga de chagas tem a IDRM negativa, sendo que o autor
sugere que a IDRM poderia ser utilizada para discriminar infecgbes por Leishmania
ou T. cruzi em areas nas quais os dois parasitos estdo presentes(179). Em estudo no
Rio de Janeiro, grande proporgdo de pacientes com Esporotricose tiveram IDRM
positiva sendo que reacdes cruzadas ou coinfeccoes podem explicar parte dos
casos(180).
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Figura 20 — Intradermoreagédo de Montenegro: apds a aplicagao intradérmica de um
solugao contendo preparagao antigénica de formas promastigotas de Leishmania. O
resultado deve ser avaliado dentro de 48 horas, com uma caneta esferografica, é
positivo caso se forme uma papula maior ou igual a 5mm. Fonte- Ref (13)

1.3.2.2 Testes soroldgicos

Existem diversos testes soroldgicos para o diagndstico de Leishmaniose
cutédnea entre eles a imunofluorescéncia indireta (IFl), Western blot, aglutinagao
direta, hemaglutinagao indireta, teste de difusdo em gel, variagbes do ensaio de
imunoabsorcédo enzimatica (ELISA) entre outros(13, 181). Estes testes podem ter,
entretanto, interpretagao problematica, principalmente quando seus titulos encontram-

se préximos aos pontos de corte(26).
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A imunofluorescéncia indireta (IFl) tem uma sensibilidade que varia de 47-
79%(75, 182-185). O teste, entretanto, tem importante variagao a depender de fatores
como o antigeno utilizado e da espécie de Leishmania mais importante na populagao
estudada. Em estudo brasileiro, a sensibilidade deste teste foi de 80,2% quando
utilizado o antigeno de L. (V.) braziliensis e de apenas 54,3% quando utilizado o
antigeno de L. (L.) amazonensis (186). Houve tendéncia de maior sensibilidade em
casos relacionados a L. (V.) braziliensis quando comparados aos causados por L. (V.)
guyanensis em outro estudo(187). Em estudo do velho mundo, a positividade em
pacientes com LC causada por L. (L.) major foi de apenas 47%(182). Na populagao
de pacientes com IDRM positiva e lesao ativa, entretanto, a positividade chega a
90%(188). Uma restricdo do teste € a reagao cruzada principalmente com a doenga
de Chagas e o Calazar, que também ocorrem em areas endémicas para LTA(189,
190), sendo que em estudo epidemiolégico a presenga de IFI positiva com IDRM
negativa € atribuida a doenca de Chagas(191).

E sugerido na literatura que os titulos de anticorpos poderiam ser utilizados
para monitorar o tratamento(192). A negativagao da IFI foi associada a cura da lesao,
quando a avaliacio foi realizada em periodo de até 120 dias apds o tratamento, e
pacientes que continuam a apresentar titulos de anticorpos estao sob risco de evoluir
para doenga cronica e reaparecimento de lesdes cutaneas e/ou mucosas(185). Isso é
reforgcado por diferentes estudos que mostraram diminuigao dos titulos de anticorpos
e a negativacdo da IFI em grande proporg¢ao dos pacientes ao longo do tempo(184,
185, 193). Outro estudo também mostrou que o desaparecimento do antigeno na
lesdo apds tratamento foi associado a diminuigdo dos titulos de anticorpos na
imunofluorescéncia(194). Outras técnicas baseadas na resposta humoral a
Leishmania também estdo em estudo. Uma técnica promissora utiliza a citometria de
fluxo para a deteccdo de anticorpos contra as formas amastigotas de L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum(195, 196). Recente metanalise que incluiu tanto a forma
cutanea como a visceral argumenta que o uso de titulos de anticorpos para avaliar
resposta a terapéutica na leishmaniose apresenta muitas limitagcées, sendo portanto
controversa(197).

Em termos de acuracia diagndstica o ELISA teve desempenho semelhante a
IFI em um estudo sendo positivo em 88,9% dos doentes quando utilizado o antigeno

de L. (V.) braziliensis (186). Em outro estudo realizado no Parana-Brasil o teste teve
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alta acuracia com sensibilidade de 93% e especificidade de 94,8%(198). Uma nova
técnica MCA-ELISA (Amastigote Membrane CA ELISA) teve sensibilidade de 98%
para o diagnostico de LTA e, quando soros reativos para T. cruzi foram excluidos, a
especificidade do deste subiu de 63.6% para 98.4%(199). O Imunoblot mostrou-se
um método de grande sensibilidade (96,6%) e possibilita a identificagao e excluséo de
proteinas responsaveis por reagdes cruzadas(186). Por sua vez o Western Blot € um
teste promissor com sensibilidade de 100% em estudo preliminar. Este €, entretanto,

um teste caro e que demanda estrutura laboratorial mais robusta(13, 182).

1.3.2.3 Exame direto

Existem variagcdes na técnica, sendo que pelo Manual do Ministério da Saude
sdo opgdes para a coleta do material para o exame direto as seguintes: escarificagao
do bordo da lesdo; bidpsia com impressao do fragmento cutdneo em lamina por
aposicao e puncao aspirativa(26). Ainda existe, entretanto, muita discussao na
literatura de qual o método traria maior acuracia ao exame(13). A puncgéo aspirativa
se mostrou mais sensivel que a raspagem da lesdo em um estudo iraniano(200). Um
novo método utilizando uma broca dentaria foi semelhante a puncao aspirativa e
melhor que os demais métodos testados em outro estudo(201). Quando ao local de
coleta de amostra, o centro da lesao foi mais sensivel que da periferia(202). Em estudo
brasileiro o esfregaco por pressdo de fragmento de tecido da borda da lesdo teve
sensibilidade de 85,3% na LC, sendo um método simples e de baixo custo(Figura
21)(203).
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Figura 21 — A e B- Coleta do esfregago por pressao de fragmento de leséo de
acordo com Sousa e col. C- Esfregacgo obtido por este método mostrando duas
formas amastigotas de Leishmania spp(setas longas), com nucleos (setas curtas) e
cinetoplastos (ponta de seta); D- Formas amastigotas em cortes histologicos (setas
longas), com nucleos (seta curta) em uma observa-se cinetoplasto(ponta de
seta)(203).

Em lesbes mucosas, dependendo do local acometido, a coleta pode ser feita
com raspagem com uso de bisturi, escova de citologia e lavagem(204). Apés a coleta
de 1 a 3 laminas o material sera fixado com metanol e observado em microscopio
otico com a utilizagao de coloragées como Giemsa, Leishman ou corantes rapidos(26).

A sensibilidade do teste de acordo com diferentes estudos esta entre 48%-89%
a depender da populagdo estudada e da técnica utilizada(75, 200, 205). O
desempenho do teste, entretanto, tende a variar bastante com a forma e tempo de

evolugado da doencga sendo pior nas formas crénicas hiperérgicas como a LM(13).

1.3.2.4 Cultura

De acordo com o ultimo manual do Ministério da Saude o cultivo pode ser
realizado com coleta a partir de bidpsia ou com tubo selado a vacuo com o meio de
cultura. Os meios preconizados sao Neal, Novy e Nicolle (NNN) ou “Liver Infusion
Triptose” (LIT)(26). A sensibilidade da cultura in vitro varia entre 37% a 67,5%
utilizando os métodos de coleta e cultivo tradicionais (75, 206-208). Estudo com
microcultura em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1.640 contendo 20% de

Soro Bovino Fetal (FBS) mostrou que este teve uma sensibilidade de 84,7% e ja o
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meio convencional NNN teve sensibilidade de 59,3%(207). A vantagem dos meios de
microcultura € que eles contém pequeno volume e sao faceis de manusear mesmo se
a carga parasitaria for baixa(209).

Existem, entretanto, diversas variagdes nas técnicas de coleta e de cultivo(13)
que podem ter impacto na acuracia diagnostica. As culturas podem ser também
realizadas através da inoculagdo em animais(26) sendo que Dorta e cols mostraram
que esta técnica pode dobrar a sensibilidade da cultura do fragmento de lesbes
nasais, de 11,1% para 20%(210).

Com relagdo a forma de coleta do material, a cultura do fragmento de bidpsia
também tendeu a ter menor positividade que a cultura do aspirado(211). Estudo que
incluiu pacientes com linfadenopatia, a aspiragao linfonodal foi positiva em 58,6% dos
doentes, ja a aspiragdo da lesao foi positiva em apenas 34,5%, a combinagao dos

dois métodos, entretanto, chegou a uma sensibilidade de 79,3%(69).

1.3.2.5 Técnicas moleculares

Técnicas de biologia molecular sdo promissoras, mas nao sao disponiveis na
grande maioria dos centros de referéncia(13). Na clinica dermatoldgica estas técnicas
podem ser utilizadas ndo somente no diagndstico como também na identificacdo da
espécie e na quantificagcao da Leishmania com potenciais aplicagdes na monitorizacao
de resposta terapéutica(212). A técnica tem também sido usada no ramo da pesquisa
clinica em estudos epidemioldgicos(213), estudos que avaliam o ciclo de vida do
parasito(214) e sua viabilidade(215) entre outros.As principais técnicas utilizadas sao
a reagao em cadeia da polimerase (PCR)(13), o sequenciamento(216) e técnicas de
amplificacdo isotérmica do DNA(217). Aqui discutiremos mais detalhadamente
apenas a PCR, que foi a técnica utilizada para avaliar a variavel dependente dos

estudos apresentados nos capitulos 3 e 4.

1.3.2.5.1 Coleta do material

A coleta pode ser feita, por exemplo, a partir de diversos materiais bioldgicos:
fragmento da leséo, fragmento da leséo apéds cultura, imprints de fragmento de leséo,
material colhido raspagem da lesao, de laminas utilizadas para exame direto, de papel

filtro, blocos de parafina e swabs da lesdo (208, 218-222). A coleta através do swab
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da lesdo € um método ndo invasivo que se mostrou mais sensivel que coleta através
de aspirado em um estudo(222).

No caso de lesdo mucosa, swab nasal(223), escova de citologia(224) e
fragmento obtido por bidpsia(225) sdo métodos descritos para a coleta do material.
A técnicas que utilizam a PCR sdo de grande importancia para o diagnostico
especialmente das formas mucosas devido a dificuldade sem se encontrar o
parasito(226, 227). Estas técnicas de modo geral envolvem a preparagao do acido

nucléico (AN), a amplificagao e a analise do material amplificado(13, 228).

1.3.2.5.1 Preparacio do Acido Nucleico

O objetivo da preparagdo do AN é a sua liberagcdo da célula para uso dos
procedimentos diagndsticos seguintes(228, 229). A preparagao pode incluir o
isolamento, extracao, purificagdo e separacdo do AN e estes sado termos utilizados
de forma intercambiavel na literatura(228). A maioria dos procedimentos utilizam trés
etapas: 1- Liberacdo do AN da amostra; 2- separagcado ou isolamento do AN de
interesse de outros componentes celulares; 3- purificacdo do AN removendo
componentes inibitérios e 4- Concentragao(opcional)(228). O acido nucleico de
interesse deve ser livre de contaminantes incluindo proteinas, carboidratos, lipidios e
outros acidos nucleicos ex: DNA livre de RNA ou RNA livre de DNA(230).

O processo de liberagao do AN da célula vai depender do tecido estudado(229)
e pode requerer somente a diluicdo com solugao salinizada(226, 231). Amostras de
tecido frescas ou congeladas , comumente obtidas na investigacdo de LTA(13),
podem ser homogeneizadas ou fragmentadas com o bisturi antes de se iniciar o
isolamento do AN(229). Lise enzimatica com proteinase K, lisozima ou mutanolizina
além de ciclos de calor ou de congelamento e descongelamento podem aumentar a
eficacia da liberagdo do AN(228). No caso de swabs de mucosa protocolo de extragao
proposto por Ghatak e cols utiliza proteinase K e incubagao da amostra a 56 °C(232).
No Laboratério de dermatomicologia da UnB é utilizado o kit de purificagdo da Life
technologies (Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizando-se o protocolo do fabricante. No
caso de fragmento de tecido a amostra é incubada por 12 horas com tamp&o de
digestao e proteinase K, no caso de swabs o tempo de incubagdo é de 10 minutos e

utiliza-se proteinase K e Tamp&o Fostato-salino (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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Existe uma grande variedade de métodos de isolamento e purificagcdo do AN e
que dependem grandemente do tipo de amostra, do AN a ser extraido e do método
de analise a ser aplicado ao final(233). Os métodos de extracdo podem ser divididos
basicamente em extragéo liquida e extragdo em fase solida(233). A extracdo em fase
liquida € um método utilizado para separar AN baseado na nao solubilidade entre
liquidos e pode ser organica e inorganica(229, 234). O isolamento organico é
realizado utilizando-se solu¢gées com combinam de alta salinidade, baixo pH e uma
mistura organica de fenol e cloroférmio(229). O isolamento inorgénico, também
chamado de “Salting out’(Figura 22), foi desenvolvido para evitar a exposigdo a
agentes causticos, como o fenol, e utiliza solugdes acidas e altamente salinas para

precipitar proteinas deixando o DNA em solugao(226, 229).
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Figura 22- Purificagdo do DNA por técnica "Salting out". Adaptado de Roselino e Cols(226).

Uma das grandes desvantagens dos métodos de extragao liquida orgéanicos
estd na necessidade de grandes volumes de solventes necessarios cujo descarte
adequado € problematico(233). Além disso, as técnicas de extracdo liquida também

requerem treinamento e boa coordenagdo motora para que perdas de AN sejam
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evitadas(233). Métodos de extragcdo em fase sélida foram desenvolvidos para superar
estes problemas mostrando-se mais rapidos e efetivos(229). Os métodos que utilizam
silica como matriz solida sdo comumente usados (228) ja que todos os AN se ligam a
silica em condi¢bes especificas(235). O método mais comum utiliza uma coluna de
silica em que o AN fica “imobilizado” e é lavado com solugbes tampao com alta
salinidade e baixo PH(Figura 23)(228, 229). Apos purificagcdo o AN é removido da
coluna com solucao de eluicdo através de gravidade, vacuo ou forga centrifuga(229).
No laboratério de Dermatomicologia da UnB é utilizada extragdo solida com coluna de
silica e posterior eluicdo com forga centrifuga através de Kit de extracéo (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

DNA em
Solugédo
Aquosa
—_—
Acidificacéo

Adsorgéo do DNA
(baixo PH)

Células em
suspengao , ) Y

Células lisadas| |-
Debris

celulares Lavagem

do DNA

Figura 23- Isolamento do DNA em fase sélida (coluna de silica)- Adaptado de Buckingham 2019(229).

1.3.2.5.2 Amplificacdo e Andlise

Apos a extracdo do DNA é necessario método para deteccdo deste DNA na amostra.
Uma das primeiras técnicas a serem utilizadas consistia na digestdo do DNA por
enzimas de restricdo associada a eletroforese do DNA e hibridizacdo com sequencias
complementares seguida de detecgao através de autoradiografia ou fluorografia

sendo a técnica mais utilizada apelidada de “Southern Blot’(236, 237). Estas técnicas
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de hibridizagao direta sem amplificacdo do acido nucléico sao limitadas pela baixa
sensibilidade(238).

A amplificacdo da sequéncia de AN permitiu ampliou muito a aplicagdo das técnicas
de biologia molecular na medida em que minima quantidade de material genético
passou a ser detectada(237). A técnica de reacédo em cadeia da polimerase (PCR)
consiste em ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo da sequéncia de
interesse que ocorrem a diferentes temperaturas(226). Ao aquecer a amostra ocorre
separagao das fitas de AN e com o resfriamento ocorre ligagdo sequencias iniciadoras
especificas (Primers) ao fragmento de acido nucléico de interesse e posterior
alongamento da sequéncia através da enzima Polimerase(237). Sao produzidas,
portanto, sequencias de AN especificas e complementares que sao elas mesmas
modelos para uma nova amplificagao no proximo ciclo(Figura 24). Desta forma a cada
ciclo a sequéncia de interesse dobra em quantidade (237). A substituicdo da
Polimerase termolabil de E. Coli pela polimerase da bactéria termofilica Thermus
aquaticus (Taq), que é termoestavel, tornou o método mais pratico ndo sendo mais
necessaria a adicao de nova polimerase a cada ciclo da reagao(239). Outra forma de
amplificacdo descrita é a “Amplificacdo quantitativa baseada em sequéncia de acido
nucleico” (do inglés: NASBA). Ela apresenta vantagens quando o alvo molecular é o
RNA. Além de ser uma reacdo isotérmica, eliminando a necessidade de um
termociclador, durante a reacédo o produto de RNA é diretamente amplificado nao
sofrendo interferéncia do DNA presente na amostra. Nao é necessaria portando a

realizacédo de método especifico para retirada do DNA da amostra(240).
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Figura 24- Reacdo em cadeia da polimerase etapas e temperaturas de acordo com Roselino e
cols(226).
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Na técnica de PCR convencional a amplificacdo e a analise dos produtos ocorrem em
tempos diferentes(241). O resultado da reagédo e avaliado com base no tamanho
esperado do produto amplificado(238). Comummente isso é feito através de
eletroforese em gel de acrilamida ou de agarose sendo o produto marcado mais
comumente com prata ou brometo de etidio respectivamente(226). O tamanho do
fragmento é entdo comparado com uma referéncia que contém fragmentos de DNA
de tamanhos predeterminados geralmente com saltos de 100pb (pares de bases) e
também sao adicionados um controle negativo e um controle positivo(218) . O produto
amplificado também pode ser submetido a digestdo por enzimas de restricdo e
submetido a eletroforese possibilitando a diferenciagao de espécies, técnica chamada
de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (do inglés: RFLP)(242).

Os procedimentos de amplificacdo e analise, entretanto, podem ser realizados
simultaneamente em uma técnica chamada de PCR em tempo real(243). Estas
técnicas costumeiramente utilizam marcadores fluorescentes que se ligam ao DNA
através de sondas (probes) ou corantes intercalantes de AN, que emitem
fluorescéncia ao se ligar com o AN de dupla hélice (ex: o Sybr green)(238, 244). O
Sybr green é um corante fluorescente que tem sua fluorescéncia significativamente
aumentada ao se ligar a dupla cadeia de DNA(245). Isso permite que com o aumento
gradual da temperatura possa se observar a diminuigao da fluorescéncia a medida
que as cadeias do DNA amplificado se separam formando a curva de
dissociagao(Figura 25)(238). A temperatura em que a dissociagdo ocorre vai ser
maior em fragmentos com maior conteudo de CG e com maior extensao, mas também
vai depender da sequéncia de bases nitrogenadas(246). Além de ser uma técnica
mais barata diferentes curvas de dissociacao produzidas podem ajudar na
identificacdo das espécies de Leishmania (244, 247, 248). Por outro lado podem ser
gerados produtos nédo especificos ou dimeros de iniciadores levando a resultados
superestimados ou falso positivos(247). A identificacdo destes produtos pode ser
eventualmente complexa exigindo analise da curva de dissociacdo(248) ou a

eletroforese dos produtos de amplificagao(249).
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Figura 25: Identificagdo de diferentes espécies de Leishmania utilizando o corante intercalante Sybr
Green e os iniciadores MaryF-MaryR- Adaptado de Cecarelli 2014(249).

Entre as técnicas que utilizam sonda, a mais comumente utilizada é a de
hidrolise de sondas TagMan. A sonda contém em seu terminal 5 uma molécula
fluorescente e em seu terminal 3’ um quencher (molécula que diminui a fluorescéncia),
quando ocorre a amplificacdo a molécula fluorescente é separada do quencher
permitindo a emissao de luz fluorescente(Figura 26)(250). Apesar de mais cara, esta
técnica tem algumas vantagens como a especificidade dada pela adigcdo da
sonda(212), a possibilidade de identificacdo do subgénero da leishmania (244) e a
realizacédo de reag¢des multiplex(212). Outra técnica utilizada é que utiliza sondas de
transferéncia de energia ressonante por fluorescéncia (FRET) que consiste de dois
sondas adjacentes que se ligam com transferéncia de energia luminosa e emissao de
sinal(238). Esta técnica tem o potencial de diferenciar as espécies de Leishmania
através de analise da curva de dissociagao(251). Outro exemplo de utilizagcdo de
sonda na PCR em tempo real sdo sondas Scorpion, que sao compostas pela sonda e
duas fragmentos complementares de NA ligadas covalentemente possuindo uma
molécula fluorescente e um quencher em cada extremidade. Com a ligagcao da sonda
a sequéncia alvo ocorrer separagao do quencher da molécula fluorescente permitindo

a liberacéo de fluorescéncia(238).
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Figura 26- Trés exemplos de PCRs em tempo real. 1- Sondas Tagman; 2- Sondas de transferéncia de
energia ressonante por fluorescéncia (FRET); 3- Sondas Scorpion. Adaptado de VerWeij e cols(238)

Outra técnica de biologia molecular utilizada, que e capaz de distinguir a
leishmania nos niveis de género, secg¢do, subgénero, complexo e foco, € o
sequenciamento(252, 253). A realizacdo de sequenciamento de alvos de AN
amplificados por PCR n&o necessita de cultura prévia e apresenta alta sensibilidade
e especificidade(252, 254). Varias sequencias ja foram estudadas para a identificacéo
como o SSU sRNA(254), hsp70(242), ITS2 RNA(216) e cyb rRNA(255). Esta
identificacdo também ¢é limitada pela sequéncia alvo amplificada, sendo que

sequencias com baixo polimorfismo nao possibilitam a diferenciagéo e tipagem abaixo
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do nivel do género(252). Outra limitacdo importante do sequenciamento € o alto custo

quando comparado as outras técnicas com objetivos semelhantes(226).

1.3.2.5.3 Sondas e Primers utilizados

Diversas técnicas biologia molecular vem sido descritas utilizando regides codificantes
e nao codificantes do material genético da leishmania(247). O material genético da
Leishmania esta contido em 34 a 36 cromossomos(256) e, assim como todos os
protozoarios flagelados da ordem kinetoplastida, possuiu DNA mitocondrial
organizado em um cinetoplasto (kDNA)(257). Esta € uma estrutura semelhante a uma
rede de pesca que € condensada formando um disco. A rede consiste de DNA de
dupla hélice encadeados em mesma topografia formando duas estruturas
morfoldgicas distintas: os maxiciclos e o miniciclos(258). Cerca de 95% do kDNA esta
nos miniciclos formando RNA guia (gRNA) que é responsavel pela edicao do
precursor do RNA mensageiro (pre-mRNA) que é produzido utilizando DNA dos
maxiciclos(259). O kDNA possui duas classes de sequencias nucleotideos uma
conservada e uma variavel(260). As sequencias variaveis costumam ser unicas ja as
sequencias conservadas se repetem diversas vezes no genoma da Leishmania(247).
Com relacdo ao DNA cromossémico a Leishmania possui dezenas a centenas de
copias DNA ribossémico(rDNA) que possuem genes que codificam diferentes regides
do ribossomo (18S, 5.8S e aLSU) além de espagadores nao codificantes (Espagador
interno transcrito- o inglés ITS)(261). Devido a menor pressao evolutiva, os
espacadores internos tem alto polimorfismo quando comparados as regides
codificantes(216). Entre as outras possiveis sequéncias utilizadas estdo os genes da
HSP70, DNA polimerase, glicose 6 fosfato desidrogenase(G6PD), glicose fosfato
isomerase (GPl), manose fosfato isomerase (MPI) e 6 fosfogluconato
isomerase(6PGD). Exceto o gene que codifica a HSP70 todos estes s&o genes de
cbpia unica(247). Além de objetivos diagndsticos a quantificagdo do numero de
parasitas eventualmente € um dos objetivos do teste e o0 kDNA por ter numero de
copias variavel entre as espécies pode ser falho(262). Teoricamente genes de copia
unica como o da DNA polimerase, tem vantagem neste quesito(262). Outra limitagao
do kDNA como alvo é que, devido a sua natureza conservada, pode ser dificil

identificar diferentes espécies de Leishmania baseado em suas sequencias(249).
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Quando o objetivo é identificagdo, sequencias com maior polimorfismo, como a ITS2,
teriam uma vantagem(216).

Apesar da grande variagao nas técnicas, a sensibilidade dos melhores métodos
é alta estando entre 90% e 100% para a LC(13, 208, 219). Para a LM, a reviséo
sistematica mostrou grande variabilidade entre os estudos com sensibilidade variando
de 35% a 100%, sendo que, a metandlise com combinagdo dos estudos mostrou

sensibilidade de 76% para esta forma de doenga(153).

1.3.2.6 Histopatologia

Na LTA causada por L. (V.) braziliensis, classicamente descreve cinco padroes
histopatolégicos, assim como definido por Magalh&es e colaboradores, estes séo: |-
reacao exsudativa celular; lI- reacdo exsudativa e necrética; lll- reagdo exsudativa e
necrética granulomatosa; IV- reacdo exsudativa e granulomatosa e V- reacao
exsudativa e tuberculdide(263)(Tabela 2). Outro estudo no velho mundo classificou os
casos de forma cutadnea em quatro tipos: Tipo 1 (45% dos casos)- com predominancia
de macrofagos e presencga de alguns polimofonucleares e linfocitos, estando presente
quantidade consideravel de amastigotas; Tipo 2 (27,5%)- Mistura de macrofagos,
polimorfonucleares e plasmdcitos associado a necrose; Tipo 3 (15%)- Formacéo inicial
de granuloma com células epiteliais, linfocitos e alguns plasmacitos; Tipo 4 (5%)-
granuloma epiteliéide bem formado na derme com células gigantes tipo Langerhans,
linfocitos e células epitelidides(264). A forma disseminada da doencga tende a
apresentar o mesmo padrao histopatolégico da LC, entretanto, o parasito circulante
parece ter preferéncia pelo foliculo piloso o que faz com que habitualmente exista um

infiltrado perifolicular nesta forma da doenga(84).

Quadro 2 — Padrdes histopatologicos da Leishmaniose tegumentar.

| Reacao Infiltrado histiolinfoplasmocitario com proporgdes
exsudativa celular celulares que tendem a equivaléncia
| Reacao Necrose tissular de amplitude e forma variaveis,
exsudativa e associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado

necrotica linfohistioplasmocitario
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]| Reacao Reacdo granulomatosa desorganizada nas
exsudativa e proximidades da area de necrose tissular, com
necrotico vasculite aguda menos frequente, no seio do

granulomatosa  infiltrado linfohistioplasmocitario
v Reacao Reacao granulomatosa desorganizada isolada no
exsudativa e seio do infiltrado linfohistioplasmocitario
granulomatosa
\' Reacao Reacao granulomatosa epitelioide organizada no seio
exsudativa e do infiltrado linfohistioplasmocitario

tuberculoide
Adaptado de Magalhaes 1986(263).

Os achados histopatologicos, entretanto, tendem a ser algo diferentes a
depender a forma de Leishmaniose. Sangueza propde classificagdo histopatologica
da Leishmaniose tegumentar em primaria (cutdanea) e secundaria (mucocutanea).
Segundo esta classificagdo a forma mucocutanea poderia ser dividida em: 1- forma
edematosa; 2- forma granulomatosa proliferativa; e 3- forma granulomatosa
necrotizante(265, 266). Na forma edematosa inicial existe atrofia epitelial, com
infiltrado inflamatério superficial e profundo de linfocitos, plasmadcitos e macréfagos
sendo possivel observar poucos microrganismos dentro dos macréfagos. Segue-se
entdo uma fase granulomatosa proliferativa com o surgimento de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e granulomas epitelidides, que agora acompanham o infiltrado
misto. Na fase final associa-se necrose do colageno caracterizando o padrao
granulomatoso proliferativo(265, 267). Choi e colaboradores procuraram sintetizar os
diferentes padrdes histoldégico encontrados em cada forma clinica da doenga(Tabela
3 )(268).

Quadro 3 — Achados Histopatolégicos segundo a forma clinica. Adaptados de Choi
e cols 2002(268).

LC Hiperqueratose, Linfocitos + histiécitos, Abundantes em Difuso
paraqueratose, plugs plasmécitos ocasionais, lesdes iniciais,

foliculares necrose,
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Degeneragdao de células raros eosindfilos e poucos ou ausentes

basais, raros parasitos neutrdfilos em tardias

nas células epidérmicas

LCD Auséncia de necrose Macréfagos cheios de Abundantes Difuso

formas amastigotas
predominam, muitos
organismos livres,
minima reagéo celular

LR Atrofia, plugs foliculares, Células de gigantes de Poucos ou ausentes Granulomas
hiperqueratose e Langhan, Granulomas bem
paraqueratose, Auséncia constituidos de células organizados
de necrose epitelioides

LDPC Numero diminuido de Semelhante a LR mais Poucos ou ausentes Granulomas
granulos de pigmentonas com tecido fibroso bem
maculas perivascular organizados
hipopigmentadas

LM Atrofia e necrose Plasmdcitos Poucos ou ausentes Difuso

abundantes, apesar de
pouca infiltragao.

LV Melanina aumentada na Leishmania em Podem estar Difuso
camada basal, atividade macrofagos aoredorde presentes na pele,
megaloblastica glandulas sudoriparas, linfonodos, baco,
aumentada foliculos pilosos e medula oOssea e

vasos sangu ineos.

sangue (raramente)

LC: Leishmaniose cutdnea localizada, LCD: Leishmaniose cutineo difusa; LR: Leishmaniose
recidiva cutis, LDPC: Leishmaniose Dérmica pds-calazar; LM: Leishmaniose mucosa; LV:

Leishmaniose visceral.

Os padrbes histologicos da LTA também foram avaliados por um grupo
brasileiro(269), que depois foi modificado para se aplicar tanto ao novo como ao velho
mundo(270). Este autor classificava a resposta inflamatéria como celular (C),
fibrindide (F) ou mista (M) sendo esta associada ao grau de resposta histolégica da
seguinte forma: |- ndo-reativa, 2- reativa, 3- infiltrativa, 4- tuberculdide e 5-
hipersensitiva. Posteriormente, Ridley propés modificagdo desta classificagdo sendo
os padrdes histopatoldgicos divididos em seis: A- Resposta macrofagica intacta; B-

Necrose difusa; C- Necrose focal; D- Tuberculdide reativo e E- Lupodide. Além disso,
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€ analisada a resposta dos macréfagos, esta podendo ser: A- macrofagica anérgica,

B-Intermediaria e C- Tuberculdide(271).

1.4 ARESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO E O DESENVOLVIMENTO DA FORMA
MUCOSA

A resposta imune tem papel central na patogénese da Leishmaniose mucosa
com predominio da resposta imune celular(145). A Leishmaniose mucosa,
entretanto, tem sido relatada em associagdo com imunodepressao de origem
medicamentosa(272) em pacientes em uso de corticoesterdides(273-276), inibidores
da calcineurina(274, 275), azatioprina(276), metotrexate(277) e medicagdes anti-
TNF-a(277-280). A AIDS também tem sido vista em conexao com LM(131, 281-283)
sendo que estudos mostraram associagao entre a coinfecgdo com o HIV e o risco de
recorréncia de Leishmaniose mucosa(127-129, 284). O acometimento mucoso
ocorreu em 80% dos casos em uma serie de casos de um unico centro no
Brasil(131) o que é uma proporgao maior que a encontrada na populagao geral de
0,3% a 16,5%(115-119, 122, 123). No estudo, entretanto, os casos de LM
associados a coinfecgao pelo HIV foram laboratorialmente atipicas sendo o exame
direto positivo para Leishmania em 77% (10/13) e a IDRM foi negativa em
62,5%(5/8) dos pacientes(131) o que é diferente do padrao tipico esperado para LM
na qual existe baixa carga parasitaria e alta reagao de hipersensibilidade retardada
ao antigeno(73, 145, 149).

A apresentacao clinica da LM esta associada ndo somente a alteragoes
quantitativas na resposta imune(imunodeficiéncia) como também qualitativas. A
Leishmaniose tem sido relatada em sua forma clinica hiperérgica em associagao
com a hanseniase virchowiana sugerindo que a alteragdo imunitaria nestas doencgas
é antigeno especifica(285). No mesmo sentido, em serie de nove casos Vernal e
cols analisaram as manifestagdes clinicas de pacientes que tiveram hanseniase e
LTA. Os autores encontraram que, em oito dos nove casos, a analise evidenciou
divergéncia nos espectro clinico imunolégico entre as doengas e em dois casos
houve apresentacdo em polos opostos(286). Azevedo Coutinho também relataram

caso de hanseniase virchowiana associada a LM, que seriam de polos imunolégicos
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opostos. De maneira interessante, o autor mostrou que células mononucleares do
sangue periférico deste paciente diminuiam a produgéo de IFN-y estimulada pelo
antigeno de Leishmania quando também expostas ao antigeno de M. leprae
sugerindo que apesar da resposta as duas doencgas ser antigeno especifica, existe

interagcéo entre elas (287).



CAPITULO 2 - ESTUDO PRE-CLINICO DE ANTIGENO DE LEISHMANIA
PREPARADO NA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
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2.1 INTRODUGAO

A IDRM é um teste de facil aplicacao, tem baixo custo e nao requer
equipamentos sofisticados, podendo ser realizada in loco(288).Esta é uma
caracteristica essencial do teste considerando que a doenga tem sua maior incidéncia
em areas onde 0 acesso a exames de biologia molecular é dificil ou impossivel. Em
grande serie de casos do nordeste brasileiro, onde quase metade dos pacientes nao
teve exames confirmatorios, a IDRM realizada foi positiva em 46,3% do total de casos
sendo esta proporgdo maior que a cultura(22%), imuno-histoquimica (33%),
histopatologia (27,3%) e exame direto(37,7%)(289).

No Brasil, na época do inicio do estudo, o antigeno de Montenegro era produzido
pelo Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiolégicos(CPPI1)(290, 291). A partir de
2019, entretanto, questdes regulatorias impediram sua produgéo para uso clinico(291).
A partir de entdo buscamos validar para uso em pesquisa um antigeno produzido na
propria universidade. A IDRM estava entre os critérios para a inclusdo dos pacientes
nos estudos relatados no capitulo 3 e 4 e a falta do antigeno foi entendida, na época,
como possivel fator que prejudicaria o recrutamento dos pacientes. Desta forma
endentemos como necessaria a validagdo de novo antigeno para a utilizagdo em
pesquisa. Planejamos, primeiramente testes de seguranga em animais, sendo este um
passo necessario antes da realizagao de estudos de seguranca em humanos(292).
Secundariamente buscamos avaliar a resposta ao diluente do antigeno, que ja se

mostrou importante em outros estudos(13, 293).

2.2 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral:
Avaliar a seguranca de um antigeno de leishmania em camundongos Mus musculus
C57BL6
3.1.2 Objetivos especificos
1. Avaliar a infectividade do antigeno através de avaliagéo clinica, histopatologica

e a pesquisa de parasitos por reagao em cadeia da polimerase
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2. Avaliar a presenga de efeitos colaterais sistémicos pela dosagem de
marcadores de colestase, de lesdao hepatocelular e de lesao renal no sangue
periférico.

3. Avaliar a resposta local ao diluente do antigeno

2.3 METODOS

2.3.1 Tipo de estudo e local

Estudo pré-clinico com modelo animal experimental in vivo realizado no biotério
e centro de cirurgia experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (FM — UnB).

2.3.2 Amostra

Foram utilizados 30 camundongos isogénicos, fémeas, espécie Mus musculus,
linhagem C57BL/6, com aproximadamente 27g e 120 dias, provenientes do Centro
Multidisciplinar de Investigacéo Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratdrio da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP), Campinas,
Sao Paulo, Brasil, com atestado sanitario, transportados por via aérea, em caixas
apropriadas.

A linhagem de animais escolhida apresenta suscetibilidade a infecgdo para
diferentes espécies de Leishmania e desenvolve lesdes cutdneas, bem como
disseminam para 6rgaos como figado, baco e linfonodos. Sdo hibridos com
uniformidade genética, permitindo respostas semelhantes entre os animais(294).

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da
UnB, em ambiente controlado adequadamente por luminosidade, com ciclos de 12
horas no claro e 12 horas no escuro, para simular dia e noite, e com agua e ragcédo ad
libitum durante o periodo de quarentena e por todo o periodo em que permaneceram
alojados.

Os camundongos foram divididos em 5 grupos devidamente identificados com
as letras de A a E, cada um composto por 6 animais, cada grupo dividido em duas

caixas.

2.3.3 Intervencgao e divisao dos grupos

Os grupos foram divididos da seguinte forma:
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A — Animais inoculados com solugao salina estéril (SF 0,9%);
B — Animais inoculados com o antigeno (0,1ml a 1:1);

C — Animais inoculados com o antigeno (0,1ml a 1:10);

D — Animais inoculados com o antigeno (0,1ml a 1:100);

E — Animais inoculados com o antigeno (0,1ml a 1:1000);

2.3.4 Preparo de antigeno de L. (L.) amazonensis MHOM/BR/PH8

O antigeno usado na inoculagao dos animais foi produzido pelo Instituto de
biologia da Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil. Foram utilizadas
promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/PHS8) preservadas no laboratorio de
Dermatomicologia e identificadas por isoenzimas, PCR e anticorpos monoclonais.
Uma quantidade de 5x107 promastigotas/mL foi semeada em 15 mL de meio
Schneider com gentamicina 100ug/mL com 20% SFBi (soro fetal bovino). As células
foram sedimentadas 2.000, 10 min, 25 °C. Foram lavadas duas vezes com PBS estéril
2.000xg, 10 min, 25 °C. Foi ressuspendido o sedimento em agua milliQ estéril para
uma concentragao de 5x108 promastigotas/mL (foi adicionado 1,4 mL). O seguinte
procedimento foi repetido 3 (trés) vezes: congelado por 30 min a -20 °C e
descongelado por 30 min a temperatura ambiente. Foi acrescentado Triton X-100
0,3% e TLCK (T-7254 Sigma) para a concentracao final de 10 uM. Em seguida o
material foi centrifugado 2 (duas) vezes 16.000xg, por 10 min, a 4 °C e filtrado em filtro
0,22 uM, resultando em dois eppendorfs com 500 uL de extrato. A seguir foram
retirados 50 uL e incubados em meio Schneider com gentamicina com 100ug/mL,
20% SFBi(soro fetal bovino inativado) meio, 27 °C, para verificar o crescimento de
Leishmanias. Foi retirado e incubado em meio LB liquido, 37 °C, sob agitagdo 250
rom, por 24h, para avaliar o crescimento de bactérias. Foram entao retirados 50 ulL e
incubados em meio LB sdlido a 37 °C, por 24h, para avaliar novamente crescimento

de bactérias.

2.3.5 Aplicagao do antigeno nos camundongos
Quando os animais completaram 150 dias de vida, foi realizada a epilacdo do
dorso dos camundongos com creme depilatério humano da marca Veet®. Uma

semana apos (06/05/2020) o antigeno foi injetado intradermicamente dos dorsos dos
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camundongos em localizagdo 1 a 2cm proximal a cauda dos mesmos em regiao

mediana, seguindo os grupos de divisdo. O volume de aplicagao foi de 0,1ml.

2.3.6 Observacgao das reagoes na pele apés 48h
Com 48 apés a inoculagéo do antigeno (08/05/2021), foi feita a observagao
desinstrumentada e busca de lesdes tais como eritema, infiltracdo e papulas na pele da

regiao de aplicagdo do ALA na pele dos camundongos.

2.3.7 Coleta de amostras

Apos 56 dias (03/06/2020) da aplicagédo do antigeno nos camundongos foi
realizada a coleta de sangue para exames laboratoriais. Inicialmente os camundongos
foram anestesiados com Quetamina e Xilasina realizada e pung¢ao cardiaca para
coleta do sangue. Em seguida, foi realizado o sacrificio dos animais com o auxilio de
um veterinario do biotério da UnB, seguindo os preceitos de ética animal.
Posteriormente foi realizado o aspirado da linfa através de aspiragédo por agulha
utilizando-se seringa de 1 ml com solugao salina da regiao do local onde foi inoculado
o antigeno. Ap0s isso foi realizada bidpsia do local para exame histopatolédgico e para

reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

2.3.8 Exames bioquimicos

Os exames bioquimicos realizados através do Laboratério Sabin com incentivo
do Nucleo de Apoio a Pesquisa (NAP) foram dosagem de albumina (g/dL), bilirrubinas
totais (mg/dL), bilirrubina direta e indireta (mg/dL), creatinina (mg/dL), fosfatase
alcalina (U/L), y-GT (U/L), transaminase glutdmico oxalacética - TGO (UI/L),
transaminase glutédmico piravica - TGP (UI/L) e ureia (mg/dL) dos 30 camundongos.

Para compilagédo dos resultados bioquimicos, foi construido um codigo de
identificacdo de cada camundongo, levando em consideragao a aplicagao de salina ou
antigeno e as concentracgodes (1:1; 1:10; 1:100 e 1:1000), como descrito na Tabela a

seguir (Quadro 4):

Quadro 4: Cddigo de identificacdo dos camundongos-
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10
SAL SAL ALA ALA ALA ALA ALA ALA ALA ALA
1:1 1:1 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
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101 204 307 410 513A 616A 719A10 822A10 925A10 1028A10

S S A1 A1 10 10 0 0 00 00

102 205 308 411 514A 617A 720A10 823A10 926A10 1029A10
S S A1 A1 10 10 0 0 00 00

103 206 309 412 515A 618A 721A10 824A10 927A10 1030A10
S S A1 A1 10 10 0 0 00 00
Legenda: Cédigo: Nimero da caixa (1 a 10) — Nimero do camundongo (01 a 30) — Salina (S) ou Antigeno (A) —
Concentragéo do Antigeno (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000). Abreviaturas: Caixa (C). Antigeno da L. (L.) amazonensis (ALA).
Salina (SAL).

2.3.9 Cultura de leishmania

O aspirado do local realizado de acordo com o descrito no item 2.2.7 foi
imediatamente injetado em meio McNeal, Novy e Nicolle (NNN), sendo realizado um
meio de cultura para cada animal, totalizando 30 meios de cultura. Os meios foram
incubados a 24 °C em estufa do laboratério de dermatomicologia da faculdade de
medicina/UnB sendo realizada leitura semanal através de microscopio de luz invertida

até completar um més.

2.3.10 Exame Histopatolégico

Em seguida, apds o sacrificio dos animais, foi realizada a coleta de fragmento
da pele do dorso dos animais. O fragmento de pele foi inicialmente fixado em formol a
10% permanecendo por 21 dias neste meio sendo entdo emblocado e incluido em
parafina no laboratério de patologia do Hospital Universitario de Brasilia. Foram entao
sendo confeccionadas 30 Iaminas, uma de cada camundongo. As laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e a leitura foi realizada de forma cega por 2

patologistas.

2.3.11 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase, as amostras colhidas do
local de inoculagéo do ALA no dorso de cada camundongo foram epiladas
manualmente e colocadas separadamente em 30 eppendorfs e foram adicionados
180ul de digestion buffer e 20ul de proteinase K em cada amostra, certificando a
completa imersao do tecido na mistura de buffer. As amostras foram deixadas em
banho-maria a 55°C por 13 horas, com agitagdo ocasional até a lise estar completa.
Em seguida, para remover quaisquer materiais particulados, o lizado foi centrifugado
na velocidade maxima por 3 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante foi

em seguida transferido para um novo e estéril tubo de microcentrifuga. Entdo, foram
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adicionados 20ul de RNAse-A ao lizado, misturando bem por agitagdo em voértice e
incubando em temperatura ambiente por 2 minutos. Na sequéncia, foram adicionados
200ul de binding buffer e misturado bem por agitagdo em vértice. Em seguida, foram
adicionados 200ul de etanol 96% ao lizado e misturado bem em vértice por 5
segundos. Apds esses procedimentos, se iniciou o passo-a-passo para ligagao,
lavagem, eluigao e armazenamento do DNA para a realizagao da leitura em
equipamento de PCR, seguindo os passos propostos pelo guia da PureLink®
Genomic DNA Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Inicialmente foi realizada reacdo em cadeia da polimerase SYBR Green qPCR
tendo como alvo as sequéncias do kDNA de Leishmania do subgénero Viannia
utilizando os seguintes primers, 5-GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC-3’ and 5’-
GGG GTA GGG GCGTTC TGC GAA-3', resultando em um produto amplificado de 77
bp, sendo feita a analise da curva de dissociagao(295).

Também foi realizada reacdo em cadeia da polimerase qualitativa em tempo
real (PCR) com T reagentes especificos de L. (V.) braziliensis foram usados, a saber,
os iniciadores 5 = -TGCTATAAAATCGTACCACCCGACA-3=e 5=-
GAACGGGGTTTCTGTATGCCATTT-3 =, e a sonda FAM-
TTGCAGACCCGGCAGACCC FAM, 6-carboxifluoresceina; TAMRA, 6-
carboxitetrametilrodamina), resultando em um produto amplificado de 83 pb(244).

Ambas as reagdes foram realizadas no QuantStudio 1 (Thermo Fisher

Scientific), conforme descrito por Gomes et al(244).

2.3.11 Principios Eticos

Foi seguida a Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO, 1978)
e principios éticos para experimentagao animal (COBEA, 1991) e Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela
Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA) da UnB, sob o protocolo n.° 52/2019.

2.3.12 Anadlises estatisticas
Foi utilizado o software Excel 2016 para a confeccédo dos bancos de dados,

calculo de porcentagens e para confecgao de tabelas.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Observacgao do local de inoculagao do ALA

Apods a aplicagao do creme depilatério no local da inoculagcdo do ALA,
ocorreram escoriagoes leves na pele de dois animais da amostra estudada. A
aplicacao do antigeno foi realizada somente apdés uma semana quando regressao
completa das lesdes ja havia ocorrido. Com 48 horas da aplicagédo do ALA no dorso
dos animais, foi realizada a observagao desinstrumentada da regido de aplicagéo do
ALA, que nao apresentou em nenhum dos animais do estudo quaisquer sinais clinicos

de positividade da infecgao por LTA, tais como eritema, infiltracdo e/ou papulas.

2.4.2 Exames bioquimicos para estudo dos efeitos adversos
Para analise dos efeitos adversos da aplicacdo do ALA nos modelos animais,
os resultados dos exames bioquimicos foram compilados na tabela abaixo (Tabela 3),

seguindo o codigo de identificagdo supracitado no Quadro 4.

Tabela 3- Resultados dos exames bioquimicos realizados nos camundongos por grupo

Controle 1:1000 1:100 1:10 1:1
3.27 (
Albumina g/dL  3.38 (0.56) 2.9 (0.17) 3(0.14) 3.27 (0.39) 0.47)
Bilirrubina
Total - mg/L 0.84 (0.47) 0.77 (0.68) 0.43 (0.21) 0.54 (0.19) 0.82(0.67)
Bilirrubina
Direta - mg/L 0.5 (0.28) 0.58 (0.7) 0.18 (0.11) 0.4 (0.18) 0.36 (0.26)
Bilirrubina
Indireta-mg/L  0.34 (0.26) 0.18 (0.016) 0.25 (0.19) 0.14 (0.05) 0.46 (0.43)
Creatinina -
mg/dL 0.27 (0.1) 0.2 (0) 0.27 (0.1) 0.27 (0.10) 0.3 (0.11)
86.67
FAL U/L (49.83) 114.16 (68.44) 88.83(20.01) 84 (26.06) 84 (19.88)
y-GT U/L 3.16 (1.6) 2.67 (0.81) 4.83 (2.99) 5.2 (3.27) 4.5 (3.78)
201.6 268.17 225.67 178.8 219.67
TGO UI/L (87.94) (224.39) (109.26) (62.53) (131.38)
TGP UI/L 39.8 (6.23) 30.16 (13.52) 34 (10.31) 31.6 (7.7) 40 (10.75)
66.17 68.5
Ureia mg/dL (13.4) 61 (11.69) 59.83 (7.25) (15.15) 61.5 (9.79)

Tabela 4: Valores de referéncia de exames laboratoriais para camundongos B57BL/6 encontrados na
literatura. freferéncia Spinelli 2012(296), e ¥ Almeida 2008(297).

Marcadores bioquimicos Valores de referéncia
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Albumina (g/dL) 5.00+2.45t
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.8810.261
Creatinina (mg/dL) 1.61+0.18%
TGO (U/L) 43.60+0.261
TGP (U/L) 37.00+21.37¢
Ureia (mg/dL) 41.7415.99t
Fosfatase Alcalina (U/l) 210,43-323,57%

Trés camundongos do grupo total (103S, 410A1 e 617A10) nao tiveram todos
0s marcadores bioquimicos analisados por insuficiéncia da amostra coletada, segundo
o laboratério de analise. Para evitar erros na compilagao grafica, seus resultados
foram desconsiderados e a média foi obtida desconsiderando esses camundongos do

total da amostra.

2.4.3 Aspirado da lesao e cultura
Na avaliacao parasitologica realizada das culturas de aspirado das lesdes, 30
dias apds o semeio, n&o foi evidenciado crescimento de Leishmanias em nenhum dos

meios de cultura.

2.4.4 Exame histopatolégico

A analise histopatoldgica dos fragmentos coletados de 29 camundongos
mostrou um discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob a epiderme, permeado por
edema, com auséncia de formacao de granulomas e auséncia de parasitos (Tabela 5).
Entretanto, o camundongo 676A 70 apresentou moderado infiltrado inflamatorio linfo-
histiocitico na derme, permeado por raros polimorfonucleares e acompanhado por
edema, sem formagéo de granulomas, com a presencga de histiocitos e vesiculas
contendo raras formas amastigotas ovaladas, reconheciveis pelo nucleo excéntrico
pequeno e com presenga do cinetoplasto, concluindo o diagndstico parasitologico de
infecgao por Leishmania spp, em padrao de reacao inflamatdria exsudativa cronica
(Figuras 27 e 28). Um dos camundongos apresentou reagao natureza cicatricial com

edema e discreto infiltrado inflamatério linfocitario (Figura 29).
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Figura 27- Exame histopatoldgico Camundongo 616A10 preparo H&E, x20- Infiltrado inflamatério
linfohistiocitario intersticial com raros neutréfilos sem a formagéo de granulomas- padréo de reagéo
inflamatdria exsudativa crénica.
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Figura 28- Exame histopatoldgico Camundongo 616A10 preparo com 6leo de imersdo H&E, x100-
Circulo preto- amastigota na derme.
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Figura 29- Exame histopatoldgico camundongo 719A100- Epiderme retificada e infiltrado linfocitario na
derme associada a fibrose sugestivo de cicatriz H&E x20

Tabela 5- Resultados dos exames bioquimicos realizados nos camundongos

Cédigo do Namero de Microscopia Granulo Parasitos | Método
animal fragmentos ma de
coloragdo
1018 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
102S 3 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
103S 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,
GIEMSA
204S 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
2058 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,
GIEMSA
206S 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
307A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,
GIEMSA
308A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
309A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
410A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
411A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
412A1 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
513A10 3 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
514A10 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
515A10 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,
GIEMSA
616A10 2 Sob epiderme regularmente acantética ha moderado infiltrado inflamatério linfo- Ausente Presente H&E,
histiocitico, permeado por raros polimorfonucleares e acompanhado por edema. GIEMSA
Nao ha formagéo de granulomas. Notam-se no interior de alguns histiécitos
vesiculas contendo raras formas amastigotas ovaladas, reconheciveis pelo
nucleo excéntrico pequeno e com presenga do cinetoplasto. Conclusao:
Leishmaniose Tegumentar Americana, em padrao de reacao inflamatéria
exsudativa crénica.
617A10 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
618A10 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
719A100 Reagéo de natureza cicatricial com edema e discreto infiltrado inflamatério Ausente Ausente H&E,

linfocitario.

GIEMSA
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720A100 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
721A100 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,

GIEMSA
822A100 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
823A100 3 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E,

GIEMSA
824A100 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
925A1000 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
926A1000 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
927A1000 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
1028A1000 2 Discreto infiltrado inflamatério linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
1029A1000 2 Discreto infiltrado inflamatorio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E
1030A1000 2 Discreto infiltrado inflamatdrio linfocitario sob epiderme, permeado por edema. Ausente Ausente H&E

244 PCR

Foi realizada reagdo em cadeia da polimerase com os marcadores SYBR
GREEN sendo notada amplificagdo de produto em dois camundongos do grupo
controle, que foi interpretada como possivel amplificagao inespecifica ou dimeros de

primer. Realizada nova PCR com primers e probe Tagman, sendo todos negativos.

2.5 DISCUSSAO

Apesar da grande importancia da IDRM para o diagnéstico da LTA, a utilizagao
desta apresenta algumas dificuldades. Entre elas esta a producdo de um antigeno
padronizado o que dificulta a interpretacao do teste (166), sendo que variagdes sutis
no antigeno utilizado podem resultar em performance diferente(167). Outra dificuldade
decorre do fato que o antigeno é de dificil produgdo em grande escala, com a
necessidade de cultura do parasito(166, 168, 169). Utilizamos o antigeno derivado de
L. (L.) amazonensis MHOM/BR/PH8 neste estudo. Apesar de existirem diferengas na
resposta a antigenos derivados de diferentes espécies tanto em humanos(298) quando
em animais(299), o antigeno de L. (L.) amazonensis tem sido utilizado amplamente em
estudos devido ao seu rapido crescimento e as reagbes cruzadas com a L. (V.)
braziliensis (159). Ele produz reagdes de hipersensibilidade retardada satisfatorias em
pacientes com lesdes por esta Leishmania(300). Além disso, a L. (V.) braziliensis é de
dificil isolamento e cultivo(83, 301) o que dificultaria a sua produgéo para estudo futuro
em humanos bem como sua padronizagdo, que é essencial para estudos de sua
acuracia diagnostica(166). Desta forma, entendemos que a escolha da L. (L.)
amazonensis MHOM/BR/PH8 foi adequada levando em conta a sua produgado e
padronizagao para uso em futuros estudos em humanos.

Escolhemos camundongos B57BL/6 para a inoculagao do antigeno. Apesar de

existirem diferencas na resposta imunoldgica entre as diversas linhagens de
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camundongos(302). A maioria das linhagens apresentam susceptibilidade a L. (L.)
amazonensis apresentando-se com lesao primaria progressiva e lesdes metastaticas
multiplas(303). Em estudo com camundongos B57BL/6, Barral e cols mostraram que
setenta dias apds a infeccdo os camundongos tinham infiltrados com macréfagos
associados a presenga de Leishmania na histologia do local da lesdo(304) e que 64
semanas apos apresentavam lesdes nasais semelhantes a LM.

A observacao desinstrumentada da regido de aplicacdo do ALA na pele dos
camundongos apds 48 horas da inoculagao ndo evidenciou a presencga de sinais
como eritema, infiltragdo e papulas. A apresentacao clinica da IDRM vai depender da
resposta imune gerada, sendo que desde sua descrigdo a reagao local ao antigeno ja
foram descritos casos em que se apresentou eritematosa, como papula, vesicula ou
pustula(11, 156). Em nosso estudo, entretanto, esperavamos nao encontrar nenhuma
reacao clinica ao antigeno ja que os camundongos ndo foram previamente expostos a
Leishmania e qualquer reacao poderia ser atribuida a reacéo de hipersensibilidade. A
nao observacao de lesdes, portanto, € uma caracteristica interessante do antigeno ja
que reacgdes de hipersensibilidade ja foram descritas em outros estudos(13, 293).

A auséncia de crescimento de Leishmanias nos meios de cultura feitos a partir
do aspirado da linfa do local de aplicagdo do antigeno parece mostrar que nenhum
camundongo apresentou Leishmanias vivas capazes de se multiplicar apds a
inoculacao do ALA, parecendo demonstrar assim certa seguranga do antigeno aplicado
em ndo gerar infeccdo sistémica nos animais. Além disso, ndo houve diferencas
significativas entre os controles e os camundongos em que aplicamos o antigeno em
relacdo aos exames laboratoriais solicitados. Isso sugere que as diferengas observadas
com relacdo aos valores de referéncia sejam relacionadas a fatores peculiares do
estudo que afetaram de forma semelhante todos os animais.

Outros estudos mostraram que a aplicagéo do antigeno de Montenegro é
bastante segura. Em estudo com 400 sujeitos higidos a aplicagdo do antigeno n&o
produziu maiores taxas de eritema, edema que aplicagdo do veiculo e ndo ocorreram
casos de febre, dor local ou bolhas em nenhum dos participantes do estudo
estudo(305). Resultados semelhantes foram reportados em estudo iraniano com 571
sujeitos Leishmaniose ativa ou curada. Neste, todas as reagdes adversas reportadas
foram leves ou muito leves, sendo que em nenhum caso houve necessidade de

tratamento da reagdo adversa ou qualquer prejuizo nas atividades da vida diaria(306).
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Em 29 dos camundongos estudados foi observado discreto infiltrado inflamatoério
linfocitario sob epiderme, permeado por edema na epiderme. Estudos histopatolégicos
mostraram que mesmo pacientes sem Leishmaniose podem apresentar infiltrado
linfocitario no local a aplicagéo, entretanto com padrbes morfologicos diferentes(307).
Estudo histopatolégico do local de aplicagdo do antigeno de Montenegro mostraram
que pacientes com LTA apresentam maior quantidade de leucdcitos na reagcdo, mas
uma menor proporcao de linfécitos T que os controles(307). Em estudo semelhante
Guarin e colaboradores mostraram diferencas no infiltrado inflamatoério local entre
individuos higidos que nao tiveram contato com a Leishmania, individuos com les&o
aguda (evolugao menor que 1 més), individuos com lesdes crdnicas ( evolugao maior
que 6 meses) e individuos com infecgdo assintomatica(308). Pacientes com IDRM
positiva mais que ndo desenvolveram a doenca apresentaram infiltrado com correlagao
positiva entre macréfagos e linfécitos T CD8+, ja pacientes com infecgdes cronicas
mostraram associagao entre células T CD4+ e T CD8+(308). Em outro estudo, a reagéo
no local de aplicagédo do antigeno de Montenegro de pacientes com LM tinha menos
células de Langerhans que de pacientes com LC(149). Estudos prévios, portanto,
mostram que pode haver infiltrado inflamatorio o local de aplicagado do antigeno mesmo
em pacientes que, a principio, ndo tiveram contato com a Leishmania. Por outro lado,
nao realizamos coloragado por imuno-histoquimica nos camundongos deste caso, néao
sendo possivel analisar melhor as caracteristicas do infiltrado celular. Em um dos casos,
além do infiltrado inflamatério linfocitario, foi observado epiderme retificada associada
a fibrose. Atribuimos estes achados a reagdo ao creme depilatério que levou a
escoriacao local Nestes 29 casos os padrdes do infiltrado celular ndo estdo entre os
caracteristicos da LTA como descrito por Magalhaes(263) e o infiltrado inflamatdrio,
por si sO, ndo fala contra a seguranga do antigeno.

Em um dos camundongos foi observada “Sob epiderme regularmente
acantética ha moderado infiltrado inflamatério linfo-histiocitico, permeado por raros
polimorfonucleares e acompanhado por edema. Nao ha formagao de granulomas.
Notam-se no interior de alguns histiocitos vesiculas contendo raras formas
amastigotas ovaladas, reconheciveis pelo nucleo excéntrico pequeno e com presenga
do cinetoplasto. Conclusao: Leishmaniose Tegumentar Americana, em padrao de
reacao inflamatoéria exsudativa crénica.”. A Leishmaniose cutanea pode ser

desencadeada por trauma(309, 310). O trauma da aplicagdo do antigeno poderia
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reativar uma infeccao por latente por Leishmania. Isso, entretanto, somente seria
esperado caso os camundongos tivessem sido expostos previamente a Leishmania
Spp, 0 que nao é esperado neste caso. Este achado, portanto, pode indicar que o
antigeno produzido nao foi seguro.

Com o objetivo de confirmar a presenga de leishmania no caso estudado uma
opgao seria realizar a reagao em cadeia da polimerase para a pesquisade L. (L .)
amazonensis. Utilizamos método baseado em SYBR, ja que ele é capaz de amplificar
alvo molecular desta espécie de Leishmania. Observamos, entretanto, a presencga de
amplificagcdo em dois camundongos do Grupo controle ndo sendo possivel afirmar que
esta amplificacio foi devida a presenca de dimeros de primer ou amplificagcao
inespecifica. Apesar de mais baratos e de terem a possibilidade de identificar a
espécie, os ensaios de PCR em tempo real baseados em SYBR podem levar a
amplificagc&o inespecifica ou a dimeros de primer(311). Geralmente é possivel
diferenciar estas duas situagdes utilizando a curva de dissociacdo, sendo que a
temperatura de dissociacao vai depender do conteudo de CG, da sequéncia de bases
nitrogenadas e da extensao do amplicon(246). No caso, entretanto, esta diferenciacao
nao foi possivel, o que inviabilizou a interpretacado dos resultados neste caso. Levando
em conta tratar-se de um estudo de seguranga, entendemos que o antigeno produzido
foi inadequado para a realizacao de testes em humanos e deveremos revisar os
meétodos laboratoriais para novo teste em animais. Para descartar possivel
contaminagao por Leishmanias do subgénero Viannia realizamos uma reagdo em
cadeia da polimerase com probe Tagman. Esta reacado nao foi positiva em nenhum
dos camundongos.

A dificuldade de realizagdo da IDRM foi entendida inicialmente como um
potencial obstaculo ao recrutamento dos pacientes para o estudo. A IDRM é utilizada
principalmente para diagnéstico(26). Contudo, a sensibilidade deste teste é bastante
variavel na literatura. Na maior parte dos estudos entre 89-98% dos doentes tem o teste
positivo(75, 312-315). Em estudo realizado em area de L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis, entretanto, apenas 77% dos doentes apresentaram positividade na
IDRM(316). Outro fator importante é a duragédo de doenga, sendo que em um estudo o
teste foi positivo em 78% dos pacientes com até duas semanas de doencga, mas em
98% dos pacientes com mais de quatro semanas(317). Resultados semelhantes foram

obtidos em outro estudo no qual a IDRM teve sensibilidade de 75% para lesdes agudas
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e de 93,3% para lesdes cronicas, a especificidade, entretanto, foi semelhante entre os
grupos(318).

A IDRM tem papel fundamental no manejo da Leishmaniose tegumentar por
apresentar caracteristicas complementares aos exames parasitologicos, tendo maior
positividade em formas crbnicas, geralmente acima de 90% (75, 312-315). Em estudo
realizado no HUB-UnB observamos que o teste € 90% sensivel para casos de LTA com
PCR negativo. A alta sensibilidade deste teste mesmo em casos com baixa carga
parasitaria € fundamental no diagnéstico de LTA em casos cronicos da doenga onde
os exames moleculares podem ser negativos(12). Em nosso estudo incluimos pacientes
com tempo de evolucdo da doenca e com a forma cutanea, que sdo sabidamente
associados a maior sensibilidade dos testes parasitologicos(319). Além disso, temos
acesso a reagao em cadeia da polimerase para o diagnostico que, apesar da variagao,
tem sensibilidade de entre 90% e 100% para a LC(13, 208, 219). Desta forma, apesar
da indisponibilidade da IDRM a partir de 2019 pudemos concluir os estudos,

apresentados nos capitulos 3 e 4.

2.6 CONCLUSOES

2.6.1 Geral
O antigeno utilizado provocou possivel infecgdo por leishmania em um dos
camundongos indicando que néo é possivel o seu uso em estudos clinicos, devendo a

metodologia de sua produgao ser reavaliada.

2.6.2 Especificas

1- Foi demonstrada possivel infec¢cédo por Leishmania em um dos camundongos
associada a infiltrado histopatolégico compativel. Evidéncias clinicas e
histopatolégicas de infecgdo por Leishmania ndo foram demonstradas nos demais
camundongos.

2- Nao foram evidenciados sinais de toxicidade hepatica ou renal nos camundongos
estudados.

3- Nao foram observadas reagdes clinicas compativeis com hipersensibilidade aos

diluentes do teste.
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CAPITULO 3 A PRESENCA DE DNA DE L. (V.) BRAZILIENSIS NA MUCOSA
NASAL DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA E A BUSCA DE
POSSIVEIS PADROES CLINICOS E IMUNOLOGICOS DE PROGRESSAO DA
DOENCA: UM ESTUDO TRANSVERSAL
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3.1. INTRODUCAO

A LM é resultante da disseminagao de parasitos de um quadro de LC(132,
284). Isso desencadeia uma intensa resposta imune dependente da ativagéo do
macréfago(320-322). Essa intensa reacao celular é responsavel pelo
desenvolvimento de lesdes granulomatosas nas estruturas septo nasal e
orofaringea(322) e também reduz a quantidade de parasitos em estagios tardios
dificultando o diagndstico da doenca (148).

Uma das grandes limitagdes dos estudos observacionais € a presencga de
variaveis confundidoras (323) e ja € bem descrito na literatura a possibilidade de
variaveis como sexo (324, 325), local da leséo (324-326) e tempo de exposi¢gédo ao
antigeno(321, 327) estarem associadas a patogénese da Leishmaniose. A histéria
natural da LM mostra que existe um possivel paradoxo relacionado a imunologia.
Embora a presenga da Leishmania na mucosa ao longo do tempo estimule uma
resposta granulomatosa intensa, mais cedo na progressao da doenga, o parasito
escapa da resposta imunoldgica hospedeira durante os periodos de disseminagao
para a mucosa (328-330). Para o melhor estudo da fisiopatogénese da LM é,
portanto, importante levar em conta a dindmica da disseminac¢ao do parasito e sua
relagdo com a resposta imune através do tempo. Por este motivo, procuramos
contextualizar aqui ndo somente aspectos fisiopatologicos relacionados a
disseminagao e a resposta imunologica, mas também questdes metodologicas que
nos permitam considerar as mudancas que ocorrem na interacao parasito

hospedeiro ao longo do tempo.

3.1.1 A disseminagao da Leishmania para a mucosa nasal

Infelizmente estudos especificos sobre L. (V.) braziliensis sdo escassos,
existindo mais vasta literatura sobre outras espécies de Leishmania e outros
protozoarios. Uma limitacdo é que detalhes do ciclo de vida da Leishmania spp
podem ser diferentes a depender da espécie do parasito e do hospedeiro levando a
consequéncias com relagao ao desfecho da doenca e a tecidos acometidos(331),

desta forma os dados de literatura devem ser interpretados com cautela.
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De forma geral o ciclo se inicia quando o vetor flebotomineo pica a pele e ao
se alimentar no sangue periféricos injeta formas promastigotas metaciclicas da
Leishmania spp (332-334). A partir de entdo a forma promastigota pode entrar na
corrente sanguinea ou infectar as células da pele da regido da picada(335). Para
espécies que causam a forma visceral admite-se que a disseminagéo ocorre logo
apos a picada do flebétomo e juntamente com a proliferagao do parasito(336). Os
mecanismos por traz da disseminagao tem sido limitados por falta de modelos
animais adequados para seu estudo(336). Em estudo que infectou camundongos
com Plasmodium berghei, Amino e cols demonstraram através de microscopia de
epifluorescéncia de lapso de tempo que aproximadamente 50% dos esporozoitos
deixam o local da picada em até uma hora, sendo que 70% por via hematica e 30%
por via linfatica(337). Nao é possivel, entretanto, extrapolar esta informacéao para a
Leishmania spp ja que estudo mostrou que, ao contrario dos esporozoitos de
Plasmodium, promastigotas de L. (L.) major tem pouca mobilidade apds a
picada(338). Estudo com L. (L.) donovani, entretanto, mostrou que sua forma
promastigota tem motilidade em contato com macréfagos de camundongos tendo
esta importante papel fisiopatoldgico(339). E possivel que detalhes do
comportamento do parasito , como motilidade ao entrar em contato com o
hospedeiro mamifero, possam variar nao somente com relacido a espécie como da
cepa estudada ja que existe variagao intrinseca na capacidade de disseminacao de
diferentes populacdes de Leishmania sp dentro de uma mesma espécie(340). Com
disseminacao inicial, o protozoario passa por uma fase em que fica temporariamente
preso em determinados érgaos como o figado e bago, no caso de disseminagao
hematogénica, apds a qual ele fica retido nos érgaos em que tem tropismo(341). Os
principais mecanismos propostos para maior retengao e tropismo de espécies
causadoras de LM na regido nasal estdo relacionados ao mecanismo filtrador dos
capilares locais, a incapacidade de cartilagem septal de montar uma resposta imune
adequada e da menor temperatura local(342). O fator temperatura é reforgado pelo
crescimento preferencial de espécies causadoras de LTA em temperaturas proximas
a 25 °C, enquanto espécies causadoras de Leishmaniose visceral tem capacidade
de multiplicagdo mantida a temperaturas proximas a 36 °C(343). Isso é reforgado

pela menor temperatura do septo nasal anterior, regido mais comumente afetada
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pela LM, que fica entre 25,3 °C (Vestibulo nasal) e 29,8 °C (cabega da concha
média)(344).

3.1.2 A Imunopatogénese da Leishmaniose mucosa

3.1.2.1 Resposta imune inata.

Durante o primeiro contato com o hospedeiro a leishmania deve superar uma
serie de mecanismos inatos do hospedeiro tanto constitutivos, como a barreira
epitelial da pele e mucosas , como induziveis: a cascata do complemento e outros
componentes liticos séricos; hidrolases lisossémicas e espécies reativas de oxigénio
produzidas por fagocitos mononucleares e os decorrentes de reconhecimento por
receptores de padrbes moleculares associados a patogénicos(do inglés:
PAMPs)(345, 346). Estes receptores reconhecedores de padrées(do inglés PRRs)
sao codificados na linhagem germinativa sendo responsaveis por perceber a
presencga de microrganismos e fazem isso reconhecendo padrbes moleculares
conservados (347). As respostas imunes induzidas por estes receptores levam ao
desenvolvimento, principalmente através da maturacéo de células dendriticas(348,
349), da resposta imune adaptativa(346), que sera discutida mais a frente, a qual é
centrada em linfocitos que contem receptores especificos gerados por recombinagao
somatica(350, 351). Principais diferengas entre as respostas imunes inatas e

adaptativas estdo resumidas no Quadro 6(352).

Quadro 5: Principais diferencas entre os sistemas imunes inato e adaptativo

Propriedade Sistema imune inato Sistema Imune
Adaptativo
Receptores Fixos no genoma Codificados em
Rearranjo ndo segmentos genéticos
necessario Rearranjo necessario
Distribuicao Nao- Clonal Clonal
Todas as células de Todas as células de uma
uma classe séo idénticas classe diferentes
Reconhecimento Padrdées moleculares Detalhes da estrutura
conservados (acido molecular (Proteinas, peptideos

lipoteicdico, e carboidratos)
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Lipopolisacarideos, mananas

e glicanas)

Distingao Perfeita: selecionada Imperfeita: Selecionada
moléculas préprias/ durante o processo evolutivo em algumas células somaticas
nao proéprias

Tempo de agao Ativacao imediata dos Ativagao retardada dos

efetores efetores

Resposta Moléculas Expansao clonal ou

coestimulatérias anergia
Citocinas (IL-18 e IL-6) IL-2
Quimiocinas (IL-8) Citocinas Efetoras (IL-4,

IFN-y)

3.1.2.2 A via do complemento

A via do complemento é um conjunto de mais de 30 moléculas soluveis
presentes no plasma que sao responsaveis pela lise rapida de patégenos que
invadem o corpo(353). O complemento € ativado por trés vias classicas(Figura 30),
sendo elas convergem para a ativagao de C3 mas se diferenciam de acordo com a
natureza do reconhecimento(354). A via classica do complemento ¢é ativada por
anticorpos, a via alternativa pela hidrolise espontédnea do C3 associada a superficies
moleculares e a via da lecitina por padrdes moleculares associados a patégenos (do
inglés: PAMPS)(355). Embora exista debate sobre qual a via do complemento mais
importante na resposta a Leishmaniose, existe evidéncia do envolvimento das trés
vias sendo a via classica mais importante para o combate a promastigotas e a via

alternativa para amastigotas(356).
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Figura 30- Vias do complemento- adaptado de Dunkelberguer 2010(353).

O complemento fornece uma primeira linha de defesa contra parasitos
extracelulares que devem ser subvertidos para que a infecgao prossiga(357). A via
do complemento representa um importante mecanismo de combate a Leishmania no
contato inicial do hospedeiro mamifero com a forma promastigota, sendo que 85-
95% dos parasitos sdo mortos em 2,5min de contato com soro humano(358). Um
dos principais mecanismos que o parasito emprega para se defender da lise por
complemento é a adogéo do estilo de vida intracelular(345). Além disso, formas
promastigotas sao recobertas por um glicocalix abundante em glicoconjulgados,
incluindo Lipofofoglicana(do inglés: LPG), Proteofosfoglicana (do Inglés: PPG), a
metaloproteinase GP63 e Lipideos de Glicofosfatidilinositol (do inglés GIPLs)(359).
Estes componentes permitem que a leishmania evite a lise pelo complemento e
podem facilitar sua entrada na célula (Figura 31). Isso é demonstrado em
promastigotas de L. (L.) major em que a protease de superficie GP63 cliva o C3b

ligado a membrana gerando uma molécula semelhante ao iC3b n&o so criando os
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ligantes necessarios para a fagocitose de promastigotas por macréfagos como
prevenindo a producao de C5 convertase e posterior formacdo do complexo de
ataque de membrana. Além disso, promastigotas de L. (L.) major deficientes em
GP63 sédo mais sensiveis a lise pelo complemento e geram lesdes de
desenvolvimento mais lento e em camundongos Balb/C(360). A importancia da
GP63 também ja foi demonstrada na L. (V.) braziliensis sendo que, espécies do
subgénero Viannia contém mais cépias gene que codifica a GP63 (361). Alteracbes
na composic¢ao de lipofosfoglicanos da parede também sao importantes sendo que,
na L. (L.) major, existem alteragdes estruturais nas moléculas entre as formas
promastigotas prociclicas e metaciclicas com resisténcia a lise mediada por
complemento (362). Promastigotas de L (V.) braziliensis também interagem com as
proteinas reconhecedoras de padrao da via da lectina, incluindo lectina ligante de

manose (do inglés: MBL), collectina 11(CL-11) e ficolinas(363).
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Figura 31- Fungdes dos LPG na viruléncia da Leishmania- PAMPs= do inglés,
Padrdes moleculares associados a patdogenos; PRR= do inglés receptores de
padrao; LPG= do inglés-Lipofosfoglicana; iINOS- Sintase de 6xido nitrico induzivel;
ROS- Do inglés, Espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Fraco 2012 e
cols(359)
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3.1.2.3 Os receptores reconhecedores de padrao

Varios receptores reconhecedores de padrao(do Inglés: PRR) tém sido
estudados como mediadores da entrada da Leishmania sp na célula(357, 364). As
principais familias de PRR identificadas sao os receptores toll like (do inglés- TLR),
receptores tipo de lecitina tipo C (do ingles: CLRs), os genes indutores de acido
retindico — | (do inglés- RIG-I) e os receptores NOD-like (NLR). Tanto os TLR como
os CLRs sé&o receptores transmembrana, ja os NLRs e os RIG-I s&o proteinas
presentes no citosol(347). Apesar do conhecimento ainda muito limitado sobre estes
receptores(356), ja é estabelecido que os TLR fazem parte do controle da maturagéo
de células dendriticas com producéao de citocinas(356, 365). Diversos estudos in
vivo demonstram que esta ativagdo é fundamental para a geragéo de resposta
imune protetora(366) e que a interferéncia neste processo tem papel fisiopatolégico
na Leishmaniose(329, 367).

Os TLR reconhecem polimeros preservados em uma variedade de
microorganismos patogénicos e estdo presentes na membrana plasmatica ou
membranas internas de macrofagos, células dendriticas, e linfécitos T, B e NK(364).
Os protozoarios nao tém boa parte destes polimeros reconhecidos pelos TLR mas
algumas moléculas presentes na Leishmania spp ja foram identificadas como
estimuladoras de TLR2, TRL3, TLR4 e TLR9(368-370).

E sugerida uma alteracéo no padréo de expressao destas moléculas na LTA,
sendo que estudos sugerem que os TLR2, TLR4, TLR9 s&do menos expressos em
células de Langerhans da epiderme(371). Um estudo por exemplo mostrou menor
expressao de TLR4, mas maior de TLR2 na lesdo do paciente com LC sendo o
TLR9 foi mais presente no granuloma mas menos na epiderme(372, 373).
Reforgando o possivel papel fisiopatogénico do TLR2, outro estudo mostrou que
camundongos que ndo expressam esta molécula, sdo mais resistentes a infec¢ao
por L. (V.) brasiliensis e demonstram maior ativacao de células dendriticas com
producédo de IL-12(374).

O papel do TLR3 tem sido alvo de muito debate na literatura sendo sua
expressao associada a quadro atipico com grande quantidade de macréfagos
ativados CD68+ e a presenca de citocinas inflamatdrias IL-8 e IL-13(375). Estudo
com camundongos mostrou que Leishmanias infectadas com Leishmania virus-1

(LRV1) sao reconhecidos pelo receptor Toll-like 3 (TLR3) do hospedeiro induzindo a
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producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias com aumento de lesao clinica
e, paradoxalmente, de carga parasitaria(369). O dsRNA do LRV1 se liga
especificamente ao TLR3 com produgao de IFN-B no inicio da infec¢ao modulando a
reposta imune inicial de uma forma que favorece a sobrevivéncia parasitaria(376). E
importante esclarecer, entretanto, que a importancia do LVR1 na patogénese da LTA
ainda nao esta completamente elucidada (377, 378).

Outro receptor possivelmente implicado e o TLR4. Em estudo in vitro com
macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 mostrou que as LPGs de
promastigotas causadoras de LM tiveram menor capacidade de estimular a
producao de IL-12, IL-6, IL-1B e TNF-a, sendo que a diferenca desaparecia em
camundongos TLR4KO(379). Estas citocinas estao entre as principais ligacdes
entre a resposta imune inata e a adaptativa levando a inflamag¢ao com aumento da
permeabilidade vascular, recrutamento de células inflamatdrias e indugao da
producao de proteinas de fase aguda(347, 351, 380, 381). O autor argumenta que
outras moléculas como GP63, GIPLs e PPGs seriam mais importantes que a LPGs
na LM, ja que a LGPs do isolado causador de LM teve baixo potencial pro
inflamatorio(379). Em estudo de imunohistoquimica de pacientes com LC,

entretanto, o TLR2 se mostrou mais importante que o TLR4 na doenca ativa(372).

3.1.2.4 O estabelecimento do parasito no meio intracelular

Ao se estabelecer no tecido ocorre fagocitose do parasito por células do
hospedeiro sendo que a Leishmania spp pode infectar(382) uma variedade de
células como fibroblastos(383), células dendriticas(384), macréofagos(384) e
neutréfilos(338). Nas fases iniciais da infecgdo predomina a fagocitose por
neutréfilos com macrofagos sendo progressivamente mais importantes com o
tempo(338). A fagocitose é relativamente rapida podendo se completar em 10 a 20
minutos apos a adesao(339). Apds a fagocitose entre os principais mecanismos
empregados pelo fagécito para destruigdo da Leishmania estdo a produgao de éxido
nitrico(ON) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) (385). Com a mudanga de
ambiente, do vetor para o hospedeiro mamifero, e com fagocitose, ocorrem
mudancas na temperatura, Ph e suprimento nutricional que estimulam a
transformacgao da forma promastigota para a amastigota sendo que o processo se
completa em 25h-120hs(332).
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3.1.2.5 Estabelecimento no hospedeiro e os modelos da resposta Imune Adaptativa

A eliminagao da Leishmania, entretanto, necessita do desenvolvimento de
resposta imune adaptativa com a apresentagédo de antigenos parasitarios para
células T(386). Os linfocitos T tem papel central em orquestrar a resposta imune de
mamiferos(387). A compreensao de como esta resposta se processa, entretanto,
sofreu grandes transformagdes ao longo do tempo(387). Até a década de 1970
predominava o conceito que as células T poderiam ser divididas segundo seus
marcadores de superficie(387). A partir de 1973, entretanto, varios trabalhos
mostraram que existiria uma relagao inversa entre a resposta imune humoral,
representada pela producéo de anticorpos; e a celular, representada principalmente
pela reagao de hipersensibilidade retardada(387, 388). Posteriormente, estas
respostas foram associadas a diferentes tipos de linfocitos T baseado no padrao de
producao de citocinas e sendo estas diferentes respostas chamadas de Th1 e
Th2(387, 389, 390). Com o tempo foram identificados outros padrbes de resposta de
células T como as Th17 e Treg(391).

O desenvolvimento de diferenciacdo da resposta imune adaptativa,
entretanto, depende ndo somente da apresentacédo de antigenos como também da
presenca de citocinas e de um sinal coestimulatério da célula apresentadora, sendo
este chamado de paradigma dos trés sinais para o controle inato da resposta imune
adaptativa(382, 392). A coestimulagao € o segundo sinal dado pela célula
apresentadora e em sua auséncia ocorre falha do desenvolvimento das fungdes
efetoras e baixa capacidade proliferativa da células T(393). O sinal coestimulatério,
entretanto, tem pouca fungao na diferenciagao das células T em classes(394). Desta
forma as citocinas teciduais sdo as principais responsaveis pela diferenciacao das
células T em nas subclasses necessarias para o combate a um determinado
patdgeno(382), sendo que a IL-12, IL-4 e IL-6 s&o as principais responsaveis por
dirigir a diferenciagdo de células Th1, Th2 e Th17 respectivamente(364, 395, 396).

O paradigma Th1 versus Th2 ndo &€ completamente capaz de explicar a
fisiopatogénia das diferentes formas clinicas da Leishmaniose(Figura 32). A LM, por
exemplo, é caracterizada por uma alta produgao de interferon gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), mas também de IL-4 e IL-5(158, 320). Analise por

citometria de fluxo comparando pacientes com LC e LM mostrou, que células
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mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes que desenvolveram a
forma mucosa expressam mais frequentemente receptores para IL-2 e para IFN-y.
Analise por imuno-histoquimica de fragmentos de lesdes mostrou, que apesar de
existir diminuicdo de TNF-qa, IFN-y e IL-4 apds o tratamento(397), a persisténcia de
TNF-a em lesdes cicatrizadas pode indicar que um pano de fundo inflamatério
persiste, o que poderia oferecer um substrato para a recorréncia da LM(398). Uma
implicacado importante achada esta no fato de que a pentoxifilina, fraco inibidor do
TNF-a, é eficaz como coadjuvante no tratamento da LM e reduziu os niveis de TNF-
O na mucosa apos o tratamento(399, 400).

A resposta imune Th17 através da IL-17 com diapedese de neutrdfilos e
liberacao de proteinase também foi sugerida como importante na lesao tecidual da
LM(401), sendo que lesbes mucosas apresentam maior quantidade de neutrdfilos
que as de LC(402). Além disso, tanto a IL-17 como citocinas indutoras da resposta
Th17(IL-1B, IL-23, IL-6 e TGF-B) estdo aumentadas na mucosa de pacientes com
LM(401).

A resposta inflamatoéria exacerbada ocasionada pelas células T CD8+
também ¢é um ponto importante da patogénese da LM(145). Em pacientes com LC
ocorre progressiva acumulagao de linfécitos T CD8+ com a esta maior numero de
células produtoras de granzima A(403). Além disso, linfécitos de sangue periférico
de pacientes com LM apresentam maior citotoxicidade que os de pacientes com
LC(404). A recorréncia de LM também foi associada a presenga na mucosa de
maior quantidade de células citotoxicas T CD8+ e NK(405). Além disso, a presenca
de LT CD8+ foi associada a negatividade na IDRM de Montenegro, e esta, a falha
terapéutica em um estudo(406). A L. (V.) braziliensis foi incapaz de induzir doenca
em camundongos deficientes em perforina mostrando indicando o papel

imunopatogénico dos linfécitos T CD8+(407).
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Figura 32: Papel dos macréfagos nos diferentes estados patogénicos durante
a infecgao por Leishmania. Os macréfagos humanos parasitados por Leishmania
spp. sao sujeitos a regulagao por citocinas presentes na pele e no local da infecgao.
Citocinas inflamatdrias do tipo 1, IFN-y e TNF-a, podem sinergicamente induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio por macrofagos, levando a inibigao da
replicagéo de Leishmania dentro do fagolisossomo. LT Th17 estdo aumentados no
infiltrado inflamatério da LM. Mediadores quimioatativos (IL-8, MCP-1, CXCL9 e
CXCL10) e mediadores associados com a ativagao classica (Tipo 1) de macrofagos
(INOS, IL-1B) tém sido descritos em lesdes inflamatdrias de LC. No ambiente
imunorregulatoério (a esquerda), existem baixos niveis de citocinas tipo 1 e auséncia
de efetores microbicidas. Mediadores derivados de LT ou de macréfagos incluindo
citocinas do tipo 1, IL10 e TGF- antagonizam os efeitos de IFN-y e TNF e podem
resultar em proliferacéo parasitaria. Além disso, pacientes que nao tiveram recidiva
de LM tiveram maiores expressao tecidual de IL-10, mostrando a importancia de seu
papel regulador(405). Receptores inibitérios em células CD8+ e CD4+ (PD-1, CTLA-
4, LAG3) e seus contra ligantes (CD80, CD86, PD-L1) sdo associados a exaustdo de
LT. IFN-y: interferon gama, TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IL-10: interleucina
10, TGF-B: Fator de transformacao do crescimento beta; ROS: Espécies reativas de
oxigénio; ACDL: Leishmaniose cutaneo difusa; LDPC: Leishmaniose dérmica pds

calazar; LC: Leishmaniose cutaneo localizada; LR: Leishmaniose residivans cutis;
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LD: Leishmaniose disseminada; LCM: Leishmaniose mucocutanea; DHT:
Hipersensibilidade retardada do tipo 1; Th: Células T auxiliares; MCP: Proteina
quimiotatica de mondcitos; CXCL: ligante e quimiocina CXC; CTLA-4- Antigeno 4 do
linfocito T citotdxico; PD-1: proteina de morte programada 1; LAG3- gene de
ativagao de linfocito 3; PD-L1- Ligante 1 de morte programada. Adaptado de Scorza
e cols. 2017(408)

3.1.3 Os métodos para estudo da resposta imunolégica

A contagem de células, mensuragao de mediadores soluveis ou de superficie
celular sdo das opg¢des mais comuns para avaliagao da resposta imune(409). Entre
0s componentes soluveis mais comumente utilizados para a avaliagao desta
resposta estéo as citocinas(410). De maneira simplificada as citocinas poderiam ser
definidas como os “Horménios” do sistema imune constituindo-se por fatores
soluveis produzidos por uma célula tendo agdo em outras células. Varias citocinas,
entretanto, ndo se encaixam nesta definicdo podendo ter acédo autdcrina, enddcrina,
paracrina ou justacrina(411).

A mensuracgao de citocinas em diferentes compartimentos tem sido utilizada
para a analise da fungdo imune ndo somente em doencgas infecciosas como a
Leishmaniose(412), como também em doencgas osteoarticulares(413, 414),
cardiovasculares(415), neurologicas(416), oftalmolégicas(417),
otorrinolaringologicas(418, 419), pulmonares(420, 421) e outras(422). Devido a seu
papel na imunidade efetora a os niveis destas moléculas podem ser usados como
biomarcadores do processo patolégico(423) podendo ser utilizados para analisar
caracteristicas da doenga como etiologia, diagndstico, classificagdo, estadiamento,
susceptibilidade, avaliagdo de risco, prognostico e resposta terapéutica(424). Esta
analise deve levar em conta ndo sé o compartimento corporal em que tais citocinas
foram mensuradas como também os métodos utilizados para esta mensuragao(423).

A expressao de mRNA de citocinas de interesse pode ser realizada por
reacado em cadeia da polimerase(425, 426), sua presenga em uma célula especifica
pode ser realizada por citometria de fluxo em células permeabilizadas(427, 428) ou
em fragmentos de tecido por imuno-histoquimica(429). Existe também uma pletora
de métodos para a mensuracao de citocinas nos mais diversos compartimentos

incluindo “Protein microarrays”, cromatografia liquida e ensaios sanduiche com



111

anticorpos incluindo ELISA e o método citométrico de Esferas(CBA)(423). Além

disso, para a correta interpretagao dos niveis de citocinas € preciso existir

padronizagao nao s6 nos metodos de analise como os de coleta incluindo periodo

do dia e tubos de coleta. O armazenamento a -80 °C evitando longos periodos de

congelamento ou ciclos de congelamento e descongelamento, também sao

recomendaveis(430).

As variagdes individuais devem ser consideradas sendo que fatores como

sexo, idade, condigbes nutricionais e ambientais também podem afetar de forma

diferente os niveis teciduais de uma determinada citocina(431-433). Outros fatores

que adicionam complexidade a interpretagao sao as fontes celulares e os tecidos em

que tais citocinas sdo medidas (Quadro 6) adaptado de LIU 2021(434).

Quadro 6- Caracteristicas das citocinas estudadas

Citocina

IL-1B

IL-6

IL-8

IL-12

IL-10

TNF-a

Tipo de citocina

Pro-
inflamatéria

Pro e anti-
inflamatéria

Pro —
inflamatéria

Pro-
inflamatéria

Anti-
inflamatéria

Pré
inflamatéria

Fontes celulares
Monécitos e macréfagos

Linfocitos T e B,
monadcitos, fibroblastos,
células endoteliais, e
algumas células tumorais

Mondcitos, macrofagos,
Células endoteliais,
Células epiteliais,
Hepatécitos,
Condrécitos, células
Tumorais

Células fagociticas,
dendriticas e da
Micréglia

Mondcitos, Macréfagos,
células T (Th2) e células
B

Macréfago, Mastdcitos,
células de musculo liso
vasculares, Linfocitos T e
B

Meia
Vida

21
min

15.5
horas

24
min

18.2
min

Fungdes bioldgicas

Principal mediadora sistémica
dos efeitos da IL-1; ela afeta a
expressdo génica da IL-6
Indugdo de respostas de fase
aguda assim como respostas
imunes especificas celulares e
humorais

Inibigéo da produgédo de TNF e
IL-1 por macréfagos
Mediadores pro inflamatdrios
que orquestram o recrutamento
de leucdcitos para os locais de
inflamagao

Diferenciacéo de células Th,
sintese de TNF-a e IFN-y

Inibigdo de produgéo de
citocinas por
mondcitos/macréfago e
neutrdfilos e inibigdo de
respostas Th1 simile
Pré-Inflamatéria, ativagéo de
neutrdfilos, reabsorgdo éssea,
anticoagulante, necrose tumoral,
estimulagdo de moléculas de
adesdo

Soro

8.6-
14

24-
36

20-
56

8.5-
17

28-
38

Lagrima
102+2.8

1.3 x 102
+12

47

37x0.9

Fezes

0.3
0.1

Concentragdes
[pg mI'] em diferentes fluidos corporais in vitro

Plasma Saliva
1+1.2 1.5-5.3

x 102
22+86 0-27
9.4+3.7 0.4-3.2

x102
1.2x10%48.6 0-7.6
38+ 2.1 0-10
59+04 0-58

4833

1.8

+

+

Referéncias

(435-440)

(435-437,
439-444)

(436, 439-
442)

(433, 436,
437, 440,
441)
(436, 437,
440, 441,
445)

(435, 437,
440, 441, 444,
446, 447)

LDT
Epg ml-

7.2

25

3.6

1.9

3.3

3.7

* Tabela modificada da referéncia LIU 2021(434) sendo colocadas somente as citocinas aqui analisadas. Os limites de detecgéo tedrico foram retirados do "Human Inflammatory Cytokines Kit
Instruction Manual” pg 25. As duas variaveis que permaneceram no modelo final IL-6 e IL-12 tiveram todos os valores acima dos limites de detecgéo tedrico. LDT= limite de detecgdo tedrico

Uma outra forma interessante de estudar a fungdo imune sao os testes

imunes funcionais. Eles consistem em analisar a resposta de um grupo de células

imunes a um estimulo especifico(410). A resposta ao antigeno pode ser avaliada de

diversas formas como a habilidade das células para proliferar utilizando o teste de

incorporacao da 3H-timidina, pela mensuragao de citocinas, pela expressao de

marcadores de superficie celular ou ainda avaliar fungdes efetoras como a

citotoxicidade(448). A interpretacédo dos resultados vai, portanto, depender em

grande parte do estimulo utilizado no teste sendo que enquanto mitbgenos vao
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estimular tanto linfécitos virgens quanto efetores/ de memodria, a utilizagédo de um
antigeno objetiva estimular linfécitos efetores/de memaria antigeno especificos(449).
Desta forma, a resposta ao antigeno vai depender em grande parte da memoria
imunoldgica associada a resposta imune adaptativa(410). A interpretagao dos testes
imunes funcionais na Leishmaniose pode ser, por vezes, desafiador, sendo que
existem variagdes nas respostas imunes a antigenos de diferentes espécies de
Leishmania e até mesmo dentro de uma mesma espécie causando diferentes
sindromes clinicas(298, 379, 450). Outra limitagdo destes testes € que eles n&o sao
capazes de mimetizar completamente as interacdes célula a célula que ocorrem em
um tecido especifico e tdo pouco a presenca de érgéaos linfoides existentes in
vivo(451-454).

Outra opgao para o estudo da resposta imune sao os modelos animais
podendo estes, superar algumas das limitagdes existentes em testes in vitro, sendo
que eles tem sido utilizados com muita frequéncia(452). Na Leishmaniose, a
imunopatogénese de isolados causadores de diferentes formas clinicas incluindo
associados a LM tem sido estudado em modelos primatas e murinos(299, 455-457).
Além da vantagem de se poder controlar parametros da infecgdo como tempo,
guantidade e cepa de parasito a ser utilizada, existem modelos animais com
inatividade de genes especificos que podem ajudar no estudo da fungéo imune(328,
458). E Importante entender, entretanto, que dados animais tem valor limitado no
entendimento da fungdo imune em humanos(449, 459) associado a baixa

reprodutividade(460), e que isso pode ter consequéncias desastrosas(461).

3.1.4 Fatores de confusao

Nem sempre uma associagao vista entre duas variaveis em um estudo
observacional causal, ou seja, uma variavel sendo causa da outra. Uma das grandes
razdes de uma associacao é a presenca de um fator de confusdo. Este ocorre, pois,
pacientes com certas caracteristicas tendem a ter certas exposi¢cdes(462). Por
exemplo, pode existir em uma determinada populagdo a associagao entre o habito
de tomar café e o desenvolvimento do cancer de pulmao. A associagao vista, quem
bebe café tem mais frequentemente cancer de pulmao, pode ser na realidade
causada pelo fato de que quem bebe café também fuma mais(Figura 33). Neste

caso nao € o café que causa cancer, sendo a associacio vista relacionada a um
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fator de confusdo. Como estudos da patogénese da Leishmaniose em humanos séo

observacionais a presenca de fatores de confusao tem que ser considerada.

Bebercafé +=========-> fcﬁncer de pulmio

associado a 1 Fumar

Figura 33: Explicando confundimento- A aparente associagc&o ente beber
café e cancer de pulméo é neste caso decorrente de um fator de confundimento,

qguem bebe café tende a fumar.

O desenvolvimento da Leishmaniose esta relacionado ao carater dinamico da
resposta imunitaria associada ao tempo de exposigao antigénica. Pacientes com
LTA o maior curso da doencga esta relacionado a maior produg¢ao de IFN-y e menor
de IL-10 (327, 463, 464). Esta alteragao imunitaria vem acompanhada de uma
reducdo da carga parasitaria com o tempo(319) associada a alteragdes morfolégicas
com mais espongiose, maior formacgéo de granulomas e maior presencga de
necrose(88). Diferengas entre as respostas imunitarias precoces e tardias podem
explicar achados aparentemente contraditorios da literatura em que nas fases
iniciais de seu desenvolvimento a LM poderia estar associada a menor produgao de
mediadores inflamatorios(465).

Isso esta de acordo com o achado de que, em pacientes curados de LM, a
duragao da doenca ativa esta positivamente associada a produg¢ao de IFN-y induzida
por antigeno, mas negativamente associada a produgao de IL-10(327). Ao contrario
de modelos experimentais em que existe uniformidade no tempo de exposi¢cao
antigénica e sabe-se com segurancga o intervalo de tempo entre a infecgao e a
mensuracgao dos desfechos, estudos em humanos sao marcados pela
heterogeneidade e incerteza quando ao tempo de exposi¢cédo(327). A covariavel
tempo de exposicdo pode ser, portanto, um fator confundidor nos estudos em
humanos sendo que o aumento da homogeneidade da amostra através dos critérios
de inclusao ou de analise multivariada sao opg¢des para melhor entender a relagao

entre as variaveis em situagdes de possivel confundimento (323).
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3.1.4.1 A utilizacdo do desfecho substituto

Uma forma de uniformizar a variavel tempo em estudos da patogénese da LM
seria procurar os fatores de interesse no presente e acompanhar os pacientes para
observar o desenvolvimento ou ndo de Leishmaniose mucosa. Uma dificuldade de
realizar este tipo estudo € que em muitos pacientes as lesdes cutaneas precedem
em muito tempo a lesdo mucosa, 37,5% cinco ou mais anos antes e 5,7% mais de
15 anos antes(132). Além da necessidade de acompanhar os pacientes por muito
tempo, estudos como este necessitariam de incluir maior quantidade de pacientes
antecipando perdas de seguimento. Ademais, as perdas observadas podem estar
associadas ao desfecho ou a alguma das variaveis explicativas o que poderia induzir
vieses no estudo(323). Adicionalmente, é eticamente impossivel acompanhar sem
tratar um paciente com LC até que ele desenvolva a forma mucosa. Outro aspecto é
que, devido ao carater dindmico da LTA, é possivel que um fator que seja importante
em um estagio da doenga ndo o seja em outro. Uma outra forma de uniformizar o
tempo de exposigao € a utilizagdo de um desfecho substituto.

De acordo com Grimmes “Um desfecho substituto € uma medida de resultado
que substitui o evento clinico de verdadeira importancia. Também considerados
"marcadores substitutos" ou "medidas intermediarias", esses resultados sao
comumente medi¢des de laboratério ou estudos de imagem que se acredita estarem
envolvidos em o caminho causal para um evento clinico de interesse. Um exemplo
seria a contagem de CD4 como substituto para a sobrevivéncia de pacientes com
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou presséao arterial como um
substituto para morbidade e mortalidade em pacientes que tomam anti-hipertensivos
medicamento.”’(466).

Com o objetivo de estudar alguns fatores clinicos e imunolégicos
possivelmente envolvidos na disseminagao da Leishmania para a mucosa, etapa
essencial da patogénese da LM, construimos um modelo multivariado para analisar
o desfecho. Outra estratégia que utilizamos foi a utilizacdo da variavel intermediaria
“positividade do PCR na mucosa nasal” como desfecho objetivando obter maior

uniformidade com relacéo a exposicao do hospedeiro ao parasito.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO PRIMARIO:
e Buscar no paciente com Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) variaveis
clinicas e imunoldgicas que possam estar relacionadas ao desfecho disseminagao

precoce da L. (V.) braziliensis para a mucosa nasal.

3.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Avaliar o perfil imunolégico de pacientes com LTA, pela dosagem das citocinas IL-
12, TNF-q, IL-6, IL-183, IL-8 e IL-10 no sangue periférico, relacionando-o a
presenca do DNA de Leishmania na mucosa nasal.

2. Avaliar as variaveis clinicas e laboratoriais do hospedeiro associadas a presenca
do DNA de Leishmania na mucosa nasal, em pacientes com LTA.

3. Auvaliar a prevaléncia de disseminagéo precoce de L (V.) braziliensis para a

mucosa nasal de pacientes com Leishmaniose tegumentar americana

3.3. METODOS

3.3.1 CARACTERISTICA DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal onde os pacientes com suspeita de
Leishmaniose cutanea, atendidos entre fevereiro de 2017 a dezembro de 2020 e que
concordaram em participar voluntariamente da pesquisa, mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram examinados para deteccao da
presenca de DNA de L. (V.) braziliensis através da reagcao em cadeia da polimerase.
Pacientes que nao tiveram o diagnéstico de LTA confirmado foram excluidos do
estudo. Foram colhidos os dados clinicos dos pacientes com Leishmaniose em ficha
preparada com esta finalidade. Estes pacientes também foram submetidos a coleta
de sangue periférico para dosagem das citocinas IL-12, TNF-q, IL-6, IL-1B, IL-8 e IL-
10.
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3.3.2 LOCAL DO ESTUDO

O recrutamento dos pacientes foi realizado no Servigo de Dermatologia do
Hospital Universitario de Brasilia, Universidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal.
Trata-se de um servigo de referéncia, onde os pacientes sdo encaminhados de
unidades basicas de saude para confirmagao diagndstica, apds suspeita clinica de
LTA. O exame de Imunofluorescéncia indireta foi realizado no Laboratério Central de
Saude Publica do Distrito Federal-LACEN-DF. Os exames de imprint, cultura e PCR
das lesdes foram realizados no Laboratorio de Dermatomicologia, da Universidade
de Brasilia. A dosagem de citocinas foi realizada no Laboratoério de Interacao
Patogeno-Hospedeiro do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia

através de citometria de fluxo por Cytometric Beads Array (CBA).

3.3.3 POPULACAO ESTUDADA E DEFINICAO DE CASO

Os dados aqui descritos referentes a populacido estudada e os exames
realizados foram idénticos aos utilizados no estudo do capitulo 4(pg 135), exceto a
dosagem de citocinas que ¢é especifica deste capitulo.

Inicialmente, pacientes com lesdes cuténeas ativas sugestivas de
Leishmaniose foram rastreados para inclusao, sendo coletados dados clinicos e
laboratoriais de todos aqueles rastreados. Apds investigacao inicial foram excluidos
pacientes que: 1- ndo tiveram o diagndstico de Leishmaniose confirmado; 2- tiveram
outro diagnéstico confirmado. Os pacientes incluidos foram divididos em dois
grupos: 1 - Pacientes com a presenga de DNA de L. (V.) braziliensis em mucosa
nasal- Disseminacgao precoce (DP); 2 — Pacientes sem a presenca de DNA de
Leishmania na mucosa nasal- Controles (CT).

A definicdo de caso de LTA baseou se em critérios epidemiolégicos, clinicos,
laboratoriais parasitolégicos e imunolégicos, descritos em Gomes at al 2014 e de
resposta com cura ao tratamento especifico(13). LTA também foi confirmada pelo
achado do parasito em cultura positiva, esfregago com presenca de amastigota,
presenca do parasito no exame histopatoldgico e detecgdo de DNA em reagdo em
cadeia de polimerase. Também foram incluidos pacientes que tiveram exames

compativeis com melhora de lesées apods tratamento.
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3.3.4 EXAMES DIAGNOSTICOS PARA CONFIRMACAO DE LTA

Na consulta com a dermatologia foi realizada a inspegao das cavidades oral e
nasal com auxilio da rinoscopia anterior e os pacientes foram encaminhados para
avaliacao pela otorrinolaringologia que realizou avaliagado por nasofibroscopia,
videolaringoscopia e videootoscopia. O diagnéstico de LTA foi baseado nos
seguintes exames:
Imunolégicos: imunofluorescéncia indireta e Intradermoreagcdo de Montenegro
Parasitolégico: cultura de aspirado da lesdo em meio Neal, Novy, Nicolle (NNN);
Imprint em Iamina de microscopia corada pelo Giemsa.
Exame histopatolégico (HP) com as coloragdes Hematoxicilina e Eosina; Giemsa;
Ziehl-Neelsen; coloragao pela prata.
Moleculares: PCR em fragmento de lesédo de bidpsia da lesdo cutanea de e de

swab nasal para a pesquisa de leishmania.

3.3.5 COLETA DE DADOS CLIiNICOS E LABORATORIAIS

Os dados clinicos e laboratoriais foram coletados com uso de instrumentos
especifico. Apés a realizagado de exame endoscopico otorrinolaringolégico os
pacientes com lesdes mucosas tiveram suas lesdes estagiadas de acordo com
classificagao de Lessa(137). A disseminagao do parasito para a mucosa foi avaliada
por meio de coleta de material por swab nasal. O swab foi girado cinco vezes em
cada fossa nasal no septo anterior e cabecga da concha inferior. A extracdo de DNA
das amostras de swabs nasais foi realizada com o kit PureLink Genomic DNA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Reagao
em cadeia da polimerase qualitativa em tempo real (PCR) com TagMan reagentes
especificos de L. (V.) braziliensis foram usados, a saber, os iniciadores 5 = -
TGCTATAAAATCGTACCACCCGACA-3=e5=-
GAACGGGGTTTCTGTATGCCATTT-3 =, e a sonda FAM-
TTGCAGACCCGGCAGACCC FAM, 6-carboxifluoresceina; TAMRA, 6-
carboxitetrametilrodamina), resultando em um produto amplificado de 83 pb(244). A
reacao foi realizada no QuantStudio 1 (Thermo Fisher Scientific), conforme descrito
por Gomes et al(244). A Pesquisa de L. (V.) braziliensis no swab nasal foi o ultimo
procedimento a ser realizado, apds todos os procedimentos diagndsticos e dosagem

de citocinas.
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Dosagem dos niveis de citocinas: o sangue foi obtido de cada paciente e o fator
de necrose tumoral TNF -q, interleucina IL-10, IL-1pB, IL-8, IL-6 e IL-12p70 foram
medidos no plasma usando o kit | de citocinas inflamatérias humanas para Matriz
citométrica de esferas- (RUO) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) em um

citbmetro de fluxo FACS Verse (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

3.3.6 ANALISE ESTATISTICA
3.3.6.1 Calculo Amostral

Para efeito de calculo amostral foram consideradas as diferencas de médias
de TNF-a entre os grupos. As médias esperadas para os pacientes do grupo CT
foram estimadas em 43.5 pg/ml com desvio padréo de 8.2 pg/ml baseados em
dados de pacientes com LC obtidos por Da-cruz et al(412). Os valores para o grupo
DP foram extrapolados de pacientes com LM a partir do mesmo estudo sendo a
média de 231.4 pg/ml e o desvio padrao de 8.2 (412). Desta forma o numero
minimo de sujeitos em cada grupo para obter a diferenca desejada com alpha de
0,05 e poder de 0,9 seria de 5. Como se trata de um estudo transversal em que o
numero de sujeitos em cada grupo so6 seria conhecido apds a analise de dados e de
acordo com dados de Gomes e cols(467) apenas 11% dos pacientes com
Leishmaniose cutanea tem PCR de swab nasal positivo para Leishmaniose seriam
necessarios 45.5 pacientes para termos o minimo de 5 pacientes no grupo DP.
Considerando que aproximadamente 50% dos pacientes rastreados para a inclusao
nao teriam o diagndstico de LTA confirmado concluimos que seria necessario o

rastreamento de 92 pacientes com suspeita para obtermos o resultado esperado.

3.3.6.2 Analise dos dados

Associagao entre disseminagao precoce e variaveis clinicas (sexo, idade,
tempo de evolugao das lesdes, area total das lesdes, numero de lesées, numero de
segmentos corporais afetados, presencga de sintomas mucosos e localizagéo das
lesdes (pernas, bragos, rosto ou pescoco e térax ou abdémen) e os niveis de
citocinas foram feitos usando o teste T de duas amostras para a variavel paramétrica
“ldade” e a soma dos ranks de Wilcoxon para todas as outras variaveis que se
mostraram nao paramétricas. Imputagao por regressao usando a variavel

dependente e covariaveis significativas foi usada para estimar trés valores ausentes
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da area total das lesdes. Todas as variaveis associadas a DP com p <0,25 foram
inicialmente incluidas no modelo multivariado. A analise multivariada foi feita com
regressao de Poisson com variancia robusta(468) e as variaveis foram escolhidas
usando a estratégia de stepwise backward selection. A cada etapa, a melhoria do
modelo foi avaliada pelo critério de informagao Bayesiana. A multicolinearidade
também foi avaliada por meio do fator de inflagdo da variancia (VIF). Todas as
analises estatisticas foram feitas no Stata Statistical Software Release 16 (College
Station, TX: StataCorp LLC).

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Caracteristicas basicas da populagao

Foram inicialmente recrutados 93 pacientes antes da realiza¢ao de dos
exames diagnosticos. Destes pacientes 9 foram excluidos porque o diagnéstico de
Leishmaniose nao foi confirmado e 5 porque tiveram outros diagnésticos
confirmados(Figura 34). A média de idade foi de 41 anos sendo que a grande parte
dos pacientes tinha lesdo a aproximadamente dois meses e possuia apenas uma
leséo cutdnea. A média da area das lesdes foi de 17.26cm?(Tabela 6). A maioria
dos pacientes apresentava lesdo em membro inferior 45 (56.9%), seguido de
membros superiores 27 (34.1%), face e regido cervical (13.92%) e finalmente tronco
8 (10.3%). Durante a investigacao mais detalhada pela otorrinolaringologia foi
verificada lesdo compativel com LM em cinco pacientes do grupo DP (20,3%). Em
todos estes pacientes a lesao era precoce pela classificacao de Lessa(137) menor

ou igual a ll(Tabela 7).

Tabela 6- Caracteristicas basicas da populagao

Variavel Média
Idade (anos), média (DP) 41.36(17.87)
Tempo de evolugao das Lesdes (meses), mediana
(AIQ) 2(2)
Numero de lesdes cutaneas, mediana (AlQ) 1(1)
Soma das areas das lesOes cutaneas (cm?) 17.26(16.74)
Sexo
Masculino (%) 63 (50)

Feminino (%) 29 (36)
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TNF= Fator de necrose tumoral; IL= interleucina; DP= Desvio padrao; AlQ= Amplitude interquartil.

Rastreados
para inclusao
(n=93)

Perda de seguimento (N=9)
. ________________________________________________|

Diagnodstico alternativo (N=5)

Pacientes incluidos-
Diagnostico confirmado
(n=79)

-Pesquiza de L. (V.) braziliensis

por swab nasal

-Dosagem de de citocinas séricas

DNA de L. (V.) brasiliensis
(+)

DNA de L. (V.) brasiliensis
(-)

Pacientes com disseminagao Pacientes sem disseminagao
precoce para mucosa nasal- precoce para mucosa nasal-
DP (n=24) Controles- CT (n=55)

Figura 34- Fluxograma mostrando pacientes inicialmente rastreados e que preencheram os critérios
de incluséo

Tabela 7: Pacientes que confirmaram Leishmaniose mucosa apoés investigacdo com
otorrinolaringoldgica
Classificagao
de Lessa (I-V)

PCT1 Crosta hematica em septo nasal e mucosa de corneto inferior

edemaciada I
PCT2 Pequenas areas puntiformes de aspecto fiavel em Mucosa septal I*
PCT3  Lesao infiltrava em base da lingua I
PCT4  Crosta hematica em regiao de septo nasal a esquerda Il
PCT5

Lesbes aftdides em palato duro e mucosa de septo nasal Il

*Superficie mucosa de coloragéo alterada que se mostrou fridvel a passagem do endoscopio nasal
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3.4.2 Resultado da analise univariada

A disseminacéao precoce ocorreu em 30,3% dos pacientes com LC da
populacao estudada. Na analise univariada disseminacgao precoce foi associada ao
maior numero de segmentos corporais acometidos (p=0.0045) e ao numero de
lesdes (p= 0.003)(Tabela 8).

Tabela 8- Caracteristicas da populagéo por grupos

Controles Disseminacao Valor de P
precoce
Idade(anos), média (DP) 42.65(17.63) 38.41(18.45) 0.17*
Tempo desde o inicio da doenga (meses), 2(2) 2(1.5) 0.87
mediana (AIQ)
Numero de lesdes (DP) 1.38(0.59) 11.87(39.15) 0.003
Numero de segmentos corporais 1(0) 1(1) 0.004
afetados, mediana (AIQ)
Area total das lesées 15.23(15.13) 21.69(18.62) 0.097
Sexo
masculino (%) 35(63.6) 15(62.5) 11
feminino (%) 20(36.6) 9(37.5)
Sintomas mucosos (%) 13(26.3) 7(29.17) 0.58%

LesBes cutaneas nas pernas e quadril (%) 22(40) 12(50) 0.464%

(
(

Lesbes cutaneas em membros superiores  16(29.09) 11(45.83) 0.198%
(%)

LesGes cutaneas em tronco (%) 3(5.45) 5(20.83) 0.051%

Lesbes cutaneas na cabeca e pescogo 5(9.09) 6(25) 0.08%
(%)

Niveis de citocinas (pg/ml)

IL-12 (DP) 4.09(2.88) 3.19(0.28) 0.17
TNF-a (DP) 7.93(11.7) 44.79(195.97)  0.24
IL-10 (DP) 3.21(2.1) 2.54(0.74) 0.39
IL-6 (DP) 15.98(41.6) 41.41(171.06)  0.17
IL-18 (DP) 6.12(1.38) 6.06(2.22) 0.16
IL-8 (DP) 243.2(576.64) 421.08(1216.32) 0.85

TNF= Fator de necrose tumoral; IL= interleucina; DP= Desvio padrao; AIQ= Amplitude interquartil; *Pelo teste T

de Student, 1 Pelo teste de Fisher, demais variaveis pelo teste de soma de ranks de Wilcoxon.
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3.4.3 Resultado da analise multivariada

No modelo multivariado também foram incluidas inicialmente as variaveis
idade; tempo desde o inicio da doenca; area total das lesdes; presenca de lesdes
nos bracos, térax e abdémen ou cabeca e pescoco; e os niveis de citocinas de IL-
12, TNF-qa, IL-6 e IL-1. Foi encontrada alta multicolinearidade e o TNF-a foi retirado
do modelo baseado no VIF 14.06 e seu maior valor de p no modelo univariado. Apds
a selecao das variaveis, as unicas que permaneceram no modelo foram os niveis de
IL-12 Razéo de Prevaléncias- RP = 0,44 (p = 0,034) (Intervalo de confianga- IC 95%:
0,21-0,94), niveis de IL-6 RP = 1.001 (p = 0,002) (IC 95%: 1,0005-1,002) e com
numero de segmentos corporais afetados PR= 1,65 (p <0,001) (IC 95%: 1,36-2,01).

3.5. DISCUSSAO

3.5.1 As citocinas estudadas e a indugao da resposta imune adaptativa
Foram dosados no soro o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL)-

10, IL-1B, IL-8, IL-6 e IL-12p70. O desenvolvimento da resposta imune € complexo e
passa por diferentes etapas desde a exposi¢cédo ao antigeno até o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa. Para o entendimento dos achados do estudo é
importante levar em conta o contexto do desenvolvimento da resposta imune
adaptativa apresentado na introducéo deste capitulo.

Em nosso estudo a IL-12 foi protetora contra a disseminacéo precoce de L.
(V.) braziliensis para a mucosa nasal PR = 0,44 (p = 0,034; IC 95%: 0,21-0,94). A IL-
12 é uma citocina classicamente associada ao desenvolvimento da resposta
Th1(469) e como explicado, esta entre as citocinas pro-inflamatérias associada ao
desenvolvimento de LM (145, 470). O papel desta citocina vai depender do estagio
da doenca. Rocha e cols mostraram que pacientes com Leishmaniose cutanea
inicial(< 2 meses) apresentam menor resposta proliferativa ao antigeno de
Leishmania produzindo menor quantidade de IFN-y e maior de IL-10. A resposta ao
antigeno foi recuperada com a adi¢ao de IL-12 as culturas estimuladas(463). Em
outro estudo mesmo grupo mostrou que a adi¢ado de anti-IL-12 a culturas de PBMC
de pacientes com LM e LC nao foi capaz de regular a produgéo de IFN-y. O autor

atribui este achado ao fato de que as células ja estao diferenciadas para o fenoétipo



123

Th1 ndo dependendo mais da agao da IL-12(321). Por atuar, portanto, na
diferenciacao da resposta Th1, a IL-12 parece ter papel mais importante nas fases
iniciais da doenca.

O papel protetor IL-12, por nés encontrado, parece contraditério, uma vez que
a maioria dos estudos relacionou o desenvolvimento de LM com o papel proé-
inflamatério da resposta Th1(158, 320, 471). No entanto, esse achado pode ser
explicado pela escassez de estudos que abordem as etapas imunopatolégicas
iniciais que levam ao desenvolvimento de LM. Em um estudo transcriptdmico com
dez pacientes com LC, cinco dos quais desenvolveram ML, Maretti-Mira el e cols
sugeriram que os pacientes com tendéncia a doenga da mucosa tém um
desenvolvimento insuficiente ou retardado da resposta imune(465). Em
concordancia com o que achamos, outro estudo mostrou que em pacientes com LM
apresentam menos células linfoides inatas do tipo 1 (ILC1) que tem caracteristicas
semelhantes as auxiliares Th1 sendo induzidas por IL-12 produzindo IFN-y(472-
474).

Adicionalmente, espécies causadoras de LM parecem alterar sua resposta ao
estresse oxidativo favorecendo a disseminacéo inicial do parasito. O
desenvolvimento na resposta imune oxidativa tem estreita relagdo com o
desenvolvimento da resposta imune por parte do hospedeiro sendo o IFN-y um dos
fatores mais implicados(385). A viruléncia do parasito também esta relacionada a
resisténcia oxidativa intrinseca sendo que promastigotas de cepas causadoras de
LM s&o mais resistentes ao 6xido nitrico (ON) que as que causam apenas LC(328).
No mesmo sentido Vieira e cols mostraram que promastigotas de isolado causador
de LM também foi capaz de causar inibicdo da maturacao e acidificacdo do
fagossomo de uma forma dependente dos niveis de GP63(475) sendo que a LPG
também parece inibir a maturagdo do fagossomo(364). Ja em se tratando de formas
amastigotas isso se inverte, sendo que, parasitos derivados de pacientes com LM,
sdo menos resistentes ao ON que os derivados de pacientes com LC(476). Em
conjunto estes dados mostram que se por um lado uma maior resisténcia das formas
promastigotas poderia facilitar maior disseminagao inicial, uma menor resisténcia
das formas amastigotas causadoras de LM poderia facilitar o estabelecimento da
Leishmania em outros tecidos por diminuir a estimulagdo imune no local da leséo
inicial(328).
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A IL-10 é uma das grandes regulatérias das repostas inflamatérias (404)
sendo que estudos prévios ja mostraram que pacientes com esta forma de
Leishmaniose apresentam menor expressao de receptor de IL-10 nas lesdes e que
isso foi associado a maior expressdo de Granzima A e IFN-y em lesdes(403). Desta
forma na LM completamente desenvolvida esperamos que exista uma perda do papel
regulatério da IL-10 diminuindo o controle sobre as respostas inflamatorias respostas
imunes citotoxicas e Th1 levando a leséo tecidual. Nao encontramos esta associagao
no estudo sendo que € possivel que isso seja explicado pela dinamica de sua
expressao durante o curso da doenga, como ja discutido com relagdo aos niveis de
IL-12.

As citocinas IL-6 e IL-13 s&o potencialmente ligadas a fisiopatogénese da LM
e por isso foram incluidas neste estudo. Como ja explicado na introdugao do capitulo
estas citocinas tém papel na formacao da resposta imune Th17. Estudo utilizando
imuno-histoquimica mostrou que lesbées de LM e LC que nao responderam ao
tratamento apresentam maior expressao da proteina AIM2 e de IL-13, embora a
corregao com IL-1f n&o tenha sido significativa(477). Por outro lado, polimorfismo
174 C/G no gene da IL-6, que resultou em baixa expresséo desta citocina tanto
constitucionalmente como apds a o estimulo com o antigeno de Leishmania, foi
associado ao desenvolvimento de LM(478). O autor associa este desfecho a baixa
capacidade dos pacientes regularem a resposta imune Th2 pela producéo de IL-
6(478) em outros contextos a IL-6 tem possivel papel pro inflamatério(406). Nao
foram achadas associagdes significativas do desfecho com os niveis de IL-1B. Niveis
mais altos de IL-6 foram significativamente associados com DP em nosso modelo
multivariado final (RP = 1,001; p = 0,002). Embora a IL-6 tenha sido implicada no
desenvolvimento de doenga da mucosa(478), em nosso estudo, o tamanho do efeito
(PR =1,001; p=0,002) foi pequeno comparado aos tamanhos de efeito das outras
variaveis no modelo: IL-12, PR = 0,44 e numero de segmentos corporais afetados,
PR= 1,65.

Hipotetizamos que o desenvolvimento retardado da resposta imune protetora
pode facilitar a disseminagao do parasito e a exposicao sistémica crénica aos
antigenos de Leishmania pode, por sua vez, levar a resposta imune inflamatéria
associada a doenga da mucosa. Isso esta de acordo com o achado de que, em

pacientes curados de LM, a duracdo da doencga ativa esta positivamente associada a
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producao de IFN-y induzida por antigeno, mas negativamente associada a produgao
de IL-10(327). Podemos supor, por estudos animais, que o proprio local da lesdo
tenha papel no caso. Isso esta de acordo com o achado de que em hamters o local
da les&o esta associado a desfechos clinicos e imunologicos. Osério e Cols
mostraram que hamsters infectados no focinho, em oposic¢ao a pata tiveram:
evolugdo mais rapida e grave associada a mais necrose e infiltrado inflamatério nos
tecidos e maior carga parasitaria com menor resposta ao tratamento com drogas anti
Leishmania. Do ponto de vista imunolégico ainda apresentaram titulos mais
elevados de anticorpos e menor resposta imunoldgica antigeno especifica de células
do bago(479). Assim a propria disseminagao para a cavidade nasal associada
poderia ser capaz de mudar o perfil imunoldgico destes pacientes para um padrao
mais pré-inflamatério e ajudar a explicar os achados aparentemente contraditérios

dos diferentes estudos.

3.5.2 O desfecho utilizado

Uma das grandes limitagdes dos estudos sobre os fatores causais da LM esta
em se comparar grupos de pacientes, os que desenvolveram ou nao LM, com
diferentes tempos de evolugado(125). Neste estudo procuramos uniformizar o tempo
de exposi¢ao entre os grupos através do uso de um desfecho substituto. Esta
estratégia é interessante pois permite que os grupos sejam comparaveis com
relagéo ao tempo de exposi¢cao ao antigeno e nédo a doenga clinica em si. Isso é
especialmente importante em estudos da imunologia da doenga, ja que, como
explicado na introdugao, a reagao imune se processa desde o primeiro contato do
parasito com o hospedeiro e ndo quando surge a leséo clinica. Ademais, variagéo
entre os tempos de incubacéo das diferentes formas da doenca, LM versus LC,
podem fazer com que pacientes com a mesmo tempo de doenga clinica tenham
tempos de evolugao bastante diferentes.

Como o surgimento da LM depende da disseminagao de parasitos apds lesao
cutanea inicial (132, 284) entendemos que avaliar a presenca de Leishmania na
mucosa nasal de pacientes com LC esta no caminho causal entre a infeccéo pela
Leishmania e o desenvolvimento da LM, e, portanto, € uma interessante variavel
substitutiva. Por permitir a inclusdo de pacientes no mesmo estagio de doencga e

com tempo de exposicado a Leishmania semelhante o uso desta variavel é capaz de
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superar uma das limitagdes de boa parte dos estudos sobre patogénese e fatores de
risco para a LM, o tempo de exposi¢ao ao parasito. A utilizagao da variavel
substituta, entretanto, também apresenta limitagbes que merecem ser aqui
discutidas.

Poder-se-ia argumentar que LM seria causada por uma segunda infecgao por
outra Leishmania, o que enfraqueceria o desfecho substitutivo por nds utilizado. De
acordo com a literatura, entretanto, disseminagao do parasito a partir da lesédo
cutanea inicial é tida como o principal mecanismo para o desenvolvimento da
LM(132, 284). Apesar de ser possivel, é improvavel que multiplas infec¢oes sejam a
causa subjacente ao desenvolvimento da lesdo mucosa. Um estudo de assinatura
de kDNA de L. (V.) braziliensis mostrou que existe similaridade entre as lesdes
cutaneas e mucosas do mesmo paciente, sendo a variabilidade genética das les6es
do mesmo paciente menos proeminente que a variabilidade entre diferentes
pacientes(480). Isso sugere que os parasitos de lesdes mucosas e cutaneas sao de
populacdes similares.

Outra possibilidade é que os parasitos se disseminem mais tardiamente no
processo patoldgico, oque, poderia enfraquecer o uso da disseminagao precoce
como marcador de possivel LM no futuro. Tem sido sugerido que amastigotas de
pacientes com LM tem menor capacidade de ser internalizados e crescem mais
lentamente que parasitos de pacientes com LC(476) e que promastigotas
causadores LM sdo mais resistentes ao oxido nitrico(328). Isso sugere que parasitos
que causam LM s&o transmitidos pelo vetor como promastigotas que sao
inicialmente mais resistentes com maior probabilidade de disseminagéao(328).
Adicionalmente, as respostas imunes protetivas contra L. (V.) braziliensis sao mais
fracas no inicio da do processo infeccioso(464) e apds a exposigéo inicial a
Leishmania a produgao de anticorpos com ativagao da via classica do complemento,
importante no combate a forma promastigotas(356), poderia dificultar uma nova
infeccao. Portanto, fatores do parasito e do hospedeiro indicam que a disseminagao
precoce, em detrimento da disseminagao tardia, é o passo fisiopatologico essencial
no desenvolvimento da LM. Neste mesmo sentido, na analise univariada nos
encontramos que o0 numero de lesdes e 0 numero de segmentos corporais afetados
foram associadas a disseminacao precoce da L. (V.) braziliensis para a mucosa

nasal. Estes fatores de risco para disseminacéo precoce sdo os mesmos fatores
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encontrados para o desenvolvimento de lesdo mucosa em outros estudos (79, 125)
sugerindo uma possivel relagao preditiva entre a disseminagao precoce e o
desenvolvimento de LM. A confirmacgao desta relacéo, entretanto, requereria um
estudo com seguimento dos pacientes por longo prazo, ja que em muitos pacientes
as lesdes cutaneas precedem em muito tempo a lesdo mucosa como ja por nos
explicado na introdugéao (132).

Outra possivel limitagao decorre do método utilizado para a deteccao de
Leishmania em nosso estudo. Poderiamos ter utilizado a cultura para avaliar a DP
para mucosa nasal. A cultura seria uma forma de certificar que existem Leishmanias
viaveis no local, entretanto, a sensibilidade de do método é baixa, mesmo com
inoculagdo camundongos, 32% em um estudo(210). Ademais, & sugerido que formas
amastigotas da Leishmania possam ficar em estado metabolicamente dormente no
hospedeiro com a formacdo de uma subpopulagdo de parasitos que nao se
replicam(481, 482). Estes parasitos, portanto, mesmo que presentes na mucosa e
com potencial de estimular o processo imune que leva a LM, poderiam nao ser
cultivaveis.

Metanalise mostrou que a sensibilidade da PCR para o diagnostico da forma
mucosa foi de 76% sendo, portanto, possivel que pacientes com disseminacédo de
Leishmania para a mucosa nasal ndo tenham sido incluidos no grupo DP. Além disso,
os estudos que avaliam a acuracia diagnostica incluem pacientes com lesdo mucosa
sendo que a acuréacia diagnostica pode ser diferente em nossa populagdo. E mais
provavel, entretanto, que este teste molecular seja mais sensivel na populagao
estudada ja que trata-se de pacientes no inicio do processo patoldgico em que a carga
parasitaria tende a ser maior(319). Na auséncia de um desfecho substitutivo ideal, a
pesquisa de L. (V.) braziliensis na mucosa nasal por reagdo em cadeia da polimerase
foi escolhida por apresentar maior sensibilidade.

Outra questao a ser discutida € o método de coleta do material. Swab estudo
realizado em nosso servigco mostrou que o PCR teve acuracia de 86% (73.81-93.05)
para o diagnéstico de LM ndo se mostrando diferente do PCR de fragmento da lesao
colhido por bidpsia 88.37% (75.52-94.93)(148). O método de coleta portanto tem alta
sensibilidade no nosso meio e tem a vantagem de ser ndo invasivo o que é adequado

a um estudo observacional.
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Uma possivel limitacdo do PCR para avaliar disseminacéo para a mucosa nasal
€ que a simples presenca do material genético da Leishmania nao significa que
existam parasitos viaveis e com potencial patogénico no local. Neste sentido a escolha
dos alvos moleculares e por conseguinte dos primers e sondas utilizados na reagao
de amplificagdo s&o de importancia para a interpretagdo dos resultados do teste(212,
483). Técnicas moleculares sdo mais comumente utilizadas para a detecgdo do
parasito com objetivos diagndsticos(247), para identificagao/genotipagem(311) e para
avaliacéo da carga parasitaria(484).

Utilizamos como alvo genético para a amplificagdo do DNA um fragmento de
kDNA. Devido ao elevado numero de cépias, sao atingidos os maiores niveis de
sensibilidade, sendo possivel se detectar até um 0,0125 parasitos por ml de
sangue(485). Em estudo que buscou comparar alvos moleculares HSP-70, ITS-1,
kDNA e rRNA 18s, a reagédo de gPCR que utilizou kDNA apresentou melhor limite de
deteccdo e Ct (do inglés ciclo limiar ) muito menores que os demais alvos(214).
Apesar de ser um alvo interessante para diagnéstico o KDNA pode apresentar
limitagdes na identificagdo da espécie e quantificagdo, como ja explicado na
introducgéao geral. O primer utilizado em nosso estudo é capaz de amplificar sequencias
de KDNA de outras espécies do subgénero Viannia(244), o que, apesar de ndo permitir
a diferenciagao, torna o método potencialmente mais sensivel. Podemos concluir,
portanto, que apesar de ndo permitir a diferenciacdo das espécies, o alvo utilizado
para a avaliacdo do desfecho apresenta alta sensibilidade para a deteccdo de
espécies do subgénero Viannia, as quais sdo as mais implicadas no desenvolvimento
de LM em nosso meio.

Outra possivel limitagao do alvo molecular utilizado neste estudo esta em sua
correlacdo com a viabilidade do parasito. Apesar de tanto DNA como o RNA tem sido
utilizados como indicadores de viabilidade em microorganismos(240), kDNA de
Leishmania pode ser amplificado em sangue de doadores assintomaticos(213). Em
teoria alvos de RNA sao melhores para testes que procuram avaliar viabilidade ja que
s&o menos resistentes a temperatura(486) e tem menor meia vida(487), mas o DNA
também é um indicador ja que ocorre rapida degradagao apos tratamento (488, 489).
Neste aspecto, o tamanho do amplicon também parece importante sendo amplicons
maiores mais associados a viabilidade(490). Analise molecular da presencga de acidos

nucleicos, apesar de ser um indicador, € falha como determinante de viabilidade de
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microorganismos devendo ser interpretada com cautela(240). Desta forma levando
em conta apenas a viabilidade do parasito, a utilizagdo de alvo molecular de kKDNA
poderia ser menos especifica que um alvo de RNA.

Devemos considerar, entretanto, o estagio do ciclo de vida do parasito quando
da realizacéo do teste ja que a quantidade de acidos nucleicos varia a depender da
forma e atividade metabdlica do parasito(491). Como ja citado, a Leishmania poderia
ficar em um estado dormente (481, 482) e isso € compativel com o achado clinico de
que ela pode ser encontrada viavel em cicatrizes de lesdo cutédnea(492) e de que pode
ocorrer reativagdo da doenga muito tempo apds a exposicao inicial(493, 494). Em
outros microorganismos o estado de dorméncia geralmente vem associado a
diminuicbes na quantidade de RNA, em 154 16s rRNA no caso do Vibrio
cholerae(495). Na Leishmania a quantidade de RNA varia bastante entre os diferentes
estagios do parasito sendo que estudo com L. (V.) braziliensis mostrou que a forma
amastigota intracelular possui quantidade de 28S rRNA 403 vezes menor que a forma
promastigota prociclica. O autor observou que esta diminuicdo veio acompanhada
com fendtipo celular compativel com dorméncia. No mesmo estudo a diminuicdo da
quantidade de kDNA entre as duas formas foi de apenas duas vezes sugerindo que
os testes que usam RNA como alvo molecular sdo potencialmente menos sensiveis
para deteccao de Leishmania spp quando comparados aos que utilizam kDNA(491).
Outro estudo também nao mostrou variacao significativa de KDNA do miniciclo entre
as formas promastigota e amastigota(262).

A utilizacido de alvo de RNA poderia, portanto, limitar a sensibilidade do teste
na hipotese de dorméncia do parasito j4 que em outros organismos existe grande
diminuicao da quantidade de RNA neste estado(495) e a quantidade de RNA varia de
forma mais intensa que o KDNA entre os estagios evolutivos da Leishmania(311, 491).
Desta forma, entendemos que a escolha do kDNA como alvo molecular foi a mais
adequada por apresentar maior sensibilidade inclusive para formas potencialmente

dormentes da Leishmania, envolvidas na patogénese da LM.

3.5.3 A dosagem de citocinas séricas
No modelo de estudo patogénese da Leishmaniose optamos por incluir a
dosagem de citocinas séricas de pacientes com LC. Apés o contato com o hospedeiro

a resposta imune passa a ter um valor central no estudo da Leishmaniose e, portanto,
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a compreensao dos métodos disponiveis para seu estudo passa a ter papel central na
interpretacdo dos resultados do estudo. Entendermos que o processo de
disseminacgao tenha participagao de varios compartimentos corporais, a avaliagao de
marcadores imunoldgicos no soro, nos parece uma opg¢ao adequada aos objetivos do
estudo. E importante entender, entretanto, que o método por nos utilizado apresenta
diversas limitacbes que merecem ser mais bem discutidas.

Como explicado na introducao deste capitulo a avaliagao das fontes celulares
das citocinas estudas poderia ser uma opcéao interessante permitindo avaliar com mais
detalhes a resposta imune sistémica. Esta avaliagao, por outro lado, adicionaria
complexidade ao estudo, especialmente porque muitas das citocinas estudadas tém
fontes teciduais como hepatécitos, células endoteliais e fibroblastos. Este tipo de
estudo utilizando protocolo de avaliagcdo semelhante ao nosso seria, entretanto,
importante para trabalhos futuros.

No mesmo sentido a realizacdo de teste funcional em estudo com desenho
semelhante ao nosso seria capaz de oferecer informagdes adicionais, como a
produgao de citocinas em resposta ao antigeno. Por outro lado, além de tais testes
serem mais frequentemente utilizados na avaliagao de citocinas efetoras da resposta
imune adaptativa, o reestimulo com o antigeno de Leishmania adiciona dois fatores
de complexidade ao estudo que seriam, 1- o antigeno utilizado no teste e 2- a
incapacidade de mimetizar completamente as interagdes célula a célula que ocorrem
no tecido. No mesmo sentido o estudo da disseminacédo da Leishmania por modelos
animais, apesar de interessante, seria de complexidade elevada e seus resultados
nao seriam automaticamente traduzidos para o ser humano.

Outra consideragao a ser feita € o método de dosagem das citocinas. Como
explicado na introducédo do capitulo existe uma grande variedade de métodos e a
forma de dosagem deve ser considerada na para a interpretagdo dos resultados.
Desta forma, apesar de existirem referéncias para estes valores na literatura como
mostrado no quadro 6, entendemos que os niveis de citocinas por nos observados
sdo melhores interpretados comparando os grupos do estudo, tendo pouco valor a
comparacdo com outros estudos. E importante também considerar os niveis de
deteccdo do método utilizado, sendo que as duas varidveis que permaneceram no
modelo final (IL-6 e IL-12) tiveram todos os seus valores acima dos limites de detec¢ao

teoricos descritos no manual do kit utilizado(496).
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3.5.4 Disseminagao da Leishmania para a mucosa nasal

Neste estudo observamos que 30,3% dos pacientes com lesao cutanea
apresentavam disseminagao precoce de L. (V.) braziliensis para mucosa nasal. Em
outro estudo realizado na Bahia Canario e colaboradores mostraram que 7,8% dos
pacientes com LC apesentavam evidéncia de Leishmania sp em mucosa
nasal(223). As diferencas de prevaléncia podem ser tanto devido a diferengas
metodoldgicas do estudo como relacionadas a diferengas na populagéo estudada.
Além de utilizar primers diferentes daqueles que usamos , a etapa de analise foi
realizada através de eletroforese em gel seguida de coloragdo com brometo de
etidio e visualizagdo em luz UV de acordo com o protocolo proposto por Oliveira e
cols(497). Nos realizamos PCR pela metodologia em tempo real que segundo
alguns autores pode melhorar a sensibilidade da reagao(153, 498). Além disso os
critérios de inclusado dos estudos foram diferentes sendo que nosso objetivo foi
avaliar a disseminagao precoce de L (V.) braziliensis para a mucosa nasal e ndo a
positividade do PCR nasal para Leishmania spp em mucosa integra. Desta forma
Canario e cols excluiram pacientes que apés investigagao apresentavam lesdes em
mucosa nasal o que possivelmente reduziu o numero de pacientes com positividade
para L. (V.) braziliensis em mucosa nasal. Por outro lado, nés ndo excluimos
pacientes com leséo clinica ja que a presenga das mesmas nao fala contra a
disseminacao precoce.

Ademais, € importante considerar fatores epidemioldgicos associados,
sendo que estudo de Bedoya-Pacheco sugeriu que a proporg¢ao de lesdo mucosa
esta inversamente associada com prevaléncia de LTA na regi&do(118). Como a
regido centro oeste tem menor prevaléncia de LTA que a nordeste(499), € possivel
que a maior taxa de disseminagao precoce que tivemos seja associada a este fator
epidemioldgico de forma analoga.

Outro fator importante pode ser a temperatura. Neste sentido, as espécies
que causam Leishmaniose cutanea tem a multiplicacdo diminuida a temperaturas de
34 °C ou mais(343) sendo que o crescimento preferencial destas espécies na pele e
mucosa tem sido relacionado a sensibilidade térmica(500). A mucosa nasal tem
importante papel na umidificacdo e aquecimento do ar sendo que a temperatura

proxima ao septo anterior, local de maior ocorréncia de Leishmaniose mucosa, é
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mais baixa que no restante da cavidade nasal(344). A temperatura do ar nesta
regiao esta intrinsecamente ligada a temperatura do ar ambiental(344). A
temperatura média do ar ao longo do ano é maior em Salvador(24,7 °C) que em
Brasilia(20,8 °C)(501) o que pode ser uma das bases fisiopatogénicas para a maior
disseminacédo de L (V.) brasiliensis para a mucosa nasal em nossa regido(501). Em
trabalho realizado em nosso servigo em 2005 observamos que 40,8% dos pacientes
com LTA apresentavam a forma mucosa(124) o que sugere uma alta proporcao de
LM em nossa regido. Este dado deve, entretanto, ser interpretado com cautela, ja
que, por ser um centro de referéncia pacientes com lesdo mucosa poderiam ser
mais frequentemente referenciados que aqueles com a forma apenas cutanea. De
acordo com Bedoya-pacheco a proporgao de LM em maiores de 40 anos de idade
foi de 5.8% no nordeste, enquanto no centro oeste esta foi de 13.2%(118). A
proporcao de LM em locais de clima frio tende a ser bastante variavel, entre 0.3 e
16.5%(115, 116, 119, 120, 122). E importante considerar que além do clima existem
diferencas entre as caracteristicas basicas das populag¢des estudadas e das
espécies e cepas de Leishmanias destes locais 0 que pode explicar as diferentes
taxas de acometimento mucoso encontradas.

A proporcgao de pacientes com disseminagao precoce para a mucosa nasal é
diferente da encontrada em series de casos colombianas. Em estudo que incluiu 24
pacientes com lesdo cutanea ativa, dos quais dois também tinham lesdo mucosa,
Figueiroa e colaboradores demonstraram que 58% dos pacientes tinham DNA de
Leishmania sp em mucosa nasal. A positividade da mucosa nasal foi maior que de
swab coletado de regiao de tonsilas e que de conjuntiva ocular(502). A diferenca
encontrada entre o estudo deles e o nosso pode estar relacionada a variagdes
metodologicas relacionadas ao tamanho da amostra, aos métodos utilizados para a
pesquisa dos parasitos e relacionadas a espécie de Leishmania sp mais
frequentemente encontradas-na regido. Quanto menor o tamanho amostral maior o
intervalo de confianga em torno da estimativa pontual(503). Adicionalmente, estudos
sugerem que a espécie mais encontrada na regido é a L. (V.) panamensis (215) que
geralmente causa lesdo mucosa simultaneamente a lesdo cutanea(31) o que sugere
maior taxa de disseminagao precoce. Outro estudo colombiano também mostrou

maior taxa de disseminagao precoce que a por nés observada(215).
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3.6 CONCLUSOES

1. A disseminacao precoce de L. (V.) braziliensis parece estar associada ao
numero de segmentos corporais acometidos e aos niveis séricos de
citocinas IL-12 e IL-6, pela analise multivariada.

2. A disseminacéao precoce ocorreu em 30,3% dos pacientes com
Leishmaniose cutanea na populagao estudada.

3. Na analise univariada, além dos segmentos corporais acometidos o
numero de lesdes também foi associado a maior prevaléncia de

disseminacao precoce.
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CAPITULO 4 — MORFOLOGIA DA LESAO COMO POSSIVEL PREDITOR CLINICO
DA DISSEMINACAO DA LEISHMANIA PARA A MUCOSA NASAL: UM ESTUDO
TRANSVERSAL
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4.1 INTRODUGCAO

A morfologia da lesao clinica € um dos aspectos definidores da forma clinica
de LTA. Enquanto a LC é caracterizada por ulcera com bordas bem delimitadas (26)
e a LD por lesbes papulares ou acneiformes em multiplas partes do corpo(78, 79) a
LCD é caracterizada por placas e nédulos infiltrados de crescimento lento (88, 95-97).
No mesmo sentido, formas nao ulceradas como a LCD tem maior carga parasitaria,
menor presenga de necrose e menor infiltrado linfocitario (311, 312). Ja a LC
caracteristicamente apresenta infiltrado inflamatério intenso frequentemente
associado a necrose e podendo conter células epitelidides e células gigantes do tipo
Langerhans (255). A forma clinica da doenga é sabidamente associada a frequéncia
e carateristica do acometimento mucoso. A LD por exemplo vem associada ao
acometimento mucoso em 28-38% dos casos (78, 83), sendo que na LC este ocorre
em 3 a 5% dos casos(112). Ja a forma difusa pode levar a acometimento mucoso em
um ter¢co e metade dos pacientes a depender do estudo (98-100), entretanto este
acometimento é assumido como superficial (99). Neste sentido a analise da morfologia
da lesdo de forma sistematica é potencialmente capaz de indicar novos preditores
morfolégicos para o acometimento mucoso na Leishmaniose. Buscando  entender
melhor os fatores morfolégicos associados com a disseminagao da L. (V.) Brasiliensis
para a mucosa nasal avaliamos de forma sistematica a morfologia da lesdo de

pacientes com LTA através de fotografias padronizadas.

4.2 OBJETIVO

Buscar, através de um modelo multivariado, variaveis morfologicas de lesdes
cutaneas que possam estar associadas a disseminagéao precoce da L. (V.)

braziliensis para a mucosa nasal.

4.3 METODOS

4.3.1 Caracteristicas do estudo
Trata-se de um estudo transversal onde todos os pacientes com suspeita de

Leishmaniose cutanea, atendidos no periodo de fevereiro de 2017 a dezembro de
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2020, foram submetidos a exame para detecc¢ao da presenca de DNA de L. (V.)
braziliensis através da reacao em cadeia da polimerase. Todos concordaram em
participar voluntariamente da pesquisa, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Os pacientes que nao tiveram o diagndstico de
LTA confirmado foram excluidos do estudo. Foram também colhidos os dados
clinicos dos pacientes com Leishmaniose em ficha preparada com esta finalidade.
Os pacientes foram também submetidos a fotografia padronizada para posterior
analise.
4.3.2 Local do estudo

O recrutamento dos pacientes foi realizado no Servigco de Dermatologia do
Hospital Universitario de Brasilia, Universidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal.
As fotografias foram tiradas durante a primeira consulta dos pacientes no servigo
através de metodologia sistematizada. O HUB-UnB é um servigo de referéncia,
onde os pacientes sao encaminhados de unidades basicas de saude para
confirmagé&o diagnostica, apds suspeita clinica de LTA. O exame de
imunofluorescéncia indireta foi realizado no Laboratério Central de Saude Publica do
Distrito Federal-LACEN-DF. Os exames de esfregaco, cultura e PCR das lesbées

foram realizados no Laboratério de Dermatomicologia, da Universidade de Brasilia.

4.3.3 Populacgao estudada, definicao de caso e calculo amostral

Foram incluidos no estudo consecutivamente pacientes de qualquer idade
com lesdes cutaneas ativas sugestivas de Leishmaniose, sendo entdo coletados
dados clinicos e laboratoriais. Apos investigacao inicial, pacientes em terapia
imunossupressora ou sem diagnéstico confirmado de LC foram excluidos, sendo
incluidos apenas pacientes com lesdes cutaneas confirmadas como LTA. Casos de
disseminagéao precoce de LTA (DP) foram definidos como pacientes com CL ativa
com presenga, ou seja, positividade de DNA de L. (V.) braziliensis na mucosa nasal.
Pacientes com teste negativo foram processados como controles (CT).

Os pacientes foram divididos em dois grupos: 1 - Pacientes com a presenca
de DNA de L. (V.) braziliensis em mucosa nasal- Disseminagao precoce (DP); 2 —
Pacientes sem a presenca de DNA de L. (V.) braziliensis na mucosa nasal-
Controles (CT).
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A definicdo de caso de LTA baseou se em critérios epidemiolégicos, clinicos,
laboratoriais parasitolégicos e imunolégicos, descritos em Gomes at al 2014 e de
resposta com cura ao tratamento especifico(13). Pacientes com clinica e
epidemiologia compativel foram considerados como tendo o diagndstico se
apresentassem: 1- Dois dos seguintes exames: a- Imunofluorescéncia indireta
positiva para LTA, b- Intradermorreagdo de Montenegro positiva, c- Padrao
histopatolégico de LTA de acordo com a definicdo de Magalhaes(330) OU 2- Um dos
seguintes: a- Presenga do parasito ao exame histopatologico, b- Achado do parasito
por reagao em cadeia da Polimerase, c- cultura positiva e d- esfregago positivo OU
3- melhora de lesdes apods tratamento para LTA. Foram excluidos pacientes em que
nao foi concluido o diagndstico de Leishmaniose ou que tiveram outro diagndstico
confirmado apds investigacao(Figura 35).

Clinica e histopatologia
compativel com LTA

Um dos seguintes:
Dois dos seguintes: 1- Presenca do Parasito ao exame
1- IDRM postiviva histopatolégico
2- IFl positiva 2- Achado do Parasito por reacdo em
3- Padrio histopatolégico cadeia da Polimerase
de LTA 3- Cultura posltlya.
4- Esfregaco positivo

Resposta clinica ao
tratamento especifico

Figura 35- Fluxograma para o diagnéstico de LTA

4.3.4 Exames diagnésticos para confirmagao de LTA

Na consulta com a dermatologia foi realizada se inspe¢ao das cavidades oral
e nasal com auxilio da rinoscopia anterior € os pacientes foram encaminhados para
avaliacao pela otorrinolaringologia que realizou avaliagao por nasofibroscopia,
videolaringoscopia e videootoscopia. Para o diagnéstico foram colhidos os seguintes
exames:
Imunolégicos: Intradermoreacdo de Montenegro e Imunofluorescéncia indireta
Parasitolégico: cultura de aspirado da lesdo em meio Neal, Novy, Nicolle (NNN);
esfregaco por Imprint em lamina de microscopia corada pelo Giemsa.
Exame histopatolégico (HP) com as coloragdes Hematoxicilina e Eosina; Giemsa;

Ziehl-Neelsen; coloragao pela prata.
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Moleculares: PCR em fragmento de lesédo de biopsia da lesdo cutanea e de swab

nasal para a pesquisa de Leishmania.

4.3.5 Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Os dados aqui descritos referentes a populacao estudada e os exames
realizados foram idénticos aos utilizados no estudo do capitulo 3(pg 115), exceto a
analise da morfologia da lesdo € que especifica deste capitulo.
Os dados clinicos e laboratoriais foram coletados com uso de instrumento
especifico. Apds a realizagao de exame endoscopico otorrinolaringolégico os
pacientes com lesdes mucosas tiveram suas lesdes estagiadas de acordo com
classificagao de Lessa(137). A disseminagao do parasito para a mucosa foi avaliada
por meio de coleta de material por swab nasal. O swab foi girado cinco vezes em
cada fossa nasal no septo anterior e cabecga da concha inferior. A extracdo de DNA
das amostras de swabs nasais foi realizada com o kit PureLink Genomic DNA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Reagéo
em cadeia da polimerase qualitativa em tempo real (PCR) com TagMan reagentes
especificos de L. (V.) braziliensis foram usados, a saber, os iniciadores 5 = -
TGCTATAAAATCGTACCACCCGACA-3=e5=-
GAACGGGGTTTCTGTATGCCATTT-3 =, e a sonda FAM-
TTGCAGACCCGGCAGACCC FAM, 6-carboxifluoresceina; TAMRA, 6-
carboxitetrametilrodamina), resultando em um produto amplificado de 83 pb(240). A
pesquisa de L. (V.) braziliensis no swab nasal foi o ultimo procedimento a ser
realizado, apds todos os procedimentos diagndsticos e a coleta dos dados clinicos e
fotografia sistematica da leséo.
Analise da morfologia da lesao: foi realizada através de fotografia sistematica da
lesdo por Camera fotografica Sony Full frame A7RIIl (Sony Group Corporation,
Minato, Toquio-JP) Lente Sony FE 24-105mm F4 G OSS com a utilizacao de flash.
As imagens foram analisadas por meio do software Image J (Madison, WI, USA), na
escala ORC Forensics Scale PT- 041 (Oregon City, OR, USA). Um exemplo de
fotografia esta na figura 36 sendo a medida realizada utilizando o comando “set
scale”’(Figura 37) do programa e a area de interesse delimitada medida através do
comado “measure” (Figura 38). Foram extraidos os seguintes dados de cada les&o:

e Area total da lesdo: incluindo as trés areas descritas a seguir:
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e Area de Ulcera: definida como area sem cobertura epidérmica;
¢ Area de infiltracdo: definida como area elevada da les3o;
e Area sem infiltragdo: Definida como area néo elevada mais com alteragéo de

aparéncia (cor e aspecto da superficie).

14
R ":"L_fgéf 4
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Figura 36- Imagem de lesdo com escala
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Figura 37- Com a utilizagéo da escala como referéncia para as medidas

73.90x74.13 mm (2560x2568), RGB; 25MB
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Figura 38- A area de interesse é demarcada(circulo amarelo) sendo sua area medida através do

programa- no caso foi medida a area de ulcera.

4.4 ANALISE ESTATISTICA E RESULTADOS

A amostra foi de conveniéncia sendo rastreados para inclusdo os novos pacientes

que procuraram o servigo de dermatologia do HUB no periodo do estudo. A figura 39

mostra o numero de pacientes incluidos. As variaveis quantitativas foram avaliadas

com relacdo a assimetria e curtose e foi realizado teste de normalidade de Doornik-
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Hansen. As variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas com média +
desvio padréao e as ndo normais como mediana e amplitude interquartil (Tabelas 9 e
10). As variaveis com distribuicdo normal foram analisadas teste t de Student e as
ndo normais com teste da soma dos postos de Wilcoxon (Tabela 11). As variaveis
qualitativas foram analisadas com o teste exato de Fisher (Tabela 12).

As variaveis com valor de P <0,25 na analise univariada foram selecionadas para
analise multivariada. Foram selecionadas as variaveis tempo de evolugao, area de
infiltracdo, numero de segmentos corporais acometidos e presenga de lesdo em
membro superior. Devido a presenca de outliers extremos, as variaveis tempo e
evolugao de lesdes e area de infiltragao foram winsorizadas a 90%. Foi realizada
imputagao por regresséo de dois valores do tempo de evolugdo em meses utilizando
como base a variavel dependente e as covariaveis importantes.

Analise multivariada foi realizada com o teste de Poisson com variancia
robusta visando determinar os preditores significativos para positividade de PCR
nasal de Leishmaniose na amostra. Variaveis selecionadas foram incluidas no
modelo multivariado. Foi feita analise para multicolineridade através do “Variance
inflation fator’. Procedeu-se posteriormente, ajustes dessas variaveis através de
selegéo retrograda. Neste modelo as variaveis foram inicialmente inseridas no
modelo e sequencialmente retiradas sendo os modelos comparados pelo critério de
informacgao Bayesiano. Permaneceram no modelo final apenas aquelas variaveis
com p < 0,05. No final foram calculadas as razdes de prevaléncia e seus respectivos
intervalos de 95 % de confianca. Apds analise foi realizada estudo de “Goodness of
Fit’ de Pearson, que nao se mostrou significativo. Permaneceu no modelo final
apenas aquela variavel com p < 0.05, sendo essa a presencga de lesdo em membros
superiores. A partir dessa variavel, calculou-se a razao de prevaléncia e seus
respectivos intervalos de 95 % de confianga. O valor encontrado foi de 1.18 (IC 95%
1.01 - 1.38), com p= 0.036.
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Pacientes
incluidos
(n=75)
-Fotografias Padronizadas
-Pesquisadel (V.)
braziliensis em mucosa
nasal por PCR
Pacientes com disseminacao Pacientes sem disseminacao
precoce para mucosa nasal- precoce para mucosa nasal-
DP (n=18) Controles- CT (n=57)

Figura 39- Fluxograma do estudo

Tabela 9- Caracteristicas da populagdo- variaveis quantitativas

Variavel

Idade- anos (média e DP) 41.36 (17.87)
Tempo de evolugao das lesdes- meses (mediana e AlQ) 3(3)

Numero de lesdes (mediana e AlQ) 1(1)

Soma das areas das lesdes (mm?) 983.38 (1857.47)
Area de Macula (mediana e AIQ) 474.52 (701.09)
Area de infiltragdo (mediana e AlQ) 259.66 (429.81)
Area de ulcera (mediana e AIQ) 264.41 (459.85)
Numero de segmentos corporais acometidos (mediana e AlQ) 1(0)

*DP- Desvio padréo, AlQ- Intervalo interquartil

Tabela 10-Caracteristicas da populagao- variaveis categdricas

Variavel N (%)

Sexo

Masculino 44 (58.67)

Feminino 31 (41.33)
Swab Nasal positivo 18 (24)
Presenca de sintomas mucosos 13 (17.33)
Presenca de Lesdes em membros inferiores e quadril 42 (56)
Presenca de lesbes em membros superiores 30 (40)

Presenca de lesdes em tronco 8 (10.67)



Presenca de lesGes em face e regido cervical

11 (14.67)

143

Tabela 11 - Caracteristicas da populacao- variaveis quantitativas, por subgrupo com medidas de

associagdo na analise univariada

Swab nasal negativo P Valor

Variavel Swab nasal Positivo
Idade (anos) 43.05(17.92)
Tempo de evolugao das Lesdes- meses (mediana

e AlQ) 25(2.5)

Numero de Lesbes (mediana e AlQ) 1(2)

Soma das areas das lesdées (mm?) 1325.02(2162.53)
Area de Macula 546.12 (1136.94)
Area de infiltragdo 333.99(391.27)
Area de Ulcera 348.53(443.75)
Numero de segmentos corporais acometidos 1(1)

4468421 (16.36)
3(3)

1(1)
923.03 (1559.58)
433.71 (673.67)
213.32 (374.2)
233.4 (576.56)
1(0)

0.72*
0.141

0.311
0.421
0.37t
0.19t
0.761
0171

*teste t de Student, tteste da soma dos postos de Wilcoxon

Tabela 12- Caracteristicas da populagao variaveis categoricas por subgrupo- por subgrupo com

medidas de associacao na analise univariada

Variavel Swab Pos- N (%) Swab Neg- N (%) P Valort
Sexo

Masculino 11(61.11) 33 (57.89) 1.0
Feminino 7 (38.89) 24 (42.11)

Numero de seguimentos do corpo acometido

Presenga de sintomas mucosos 4 (22.22) 9 (15.79)

Presenca de lesbes em membros inferiores e quadril 9 (50.00) 33 (57.89) 0.59
Presenca de lesbes em membros superiores 11 (61.11) 19 (33.33) 0.05
Presenca de lesdes em tronco 1 (5.56) 7 (12.28) 1.0
Presenca de lesbes em face e regido cervical 3 (16.67) 8 (14.04) 0.71

Iteste exato de Fisher

4.5 DISCUSSAO

A literatura mostra grande variagdo na proporgao de pacientes com LC que

apresentam DNA de Leishmania na mucosa nasal representada por 7,8% (219) a

58% (310). Desta forma ndo consideramos que a proporgéo de 24% encontrada

neste estudo seja muito diferente da encontrada no estudo do capitulo 3 desta tese,

que foi de 30,3%. Considerando que por motivos operacionais foram incluidos mais

pacientes no estudo descrito no capitulo 4, optamos por discutir este assunto mais

neste. Consideragdes metodoldgicas relativas a disseminagao da Leishmania e a
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utilizacao de desfecho substituto também serao feitas no capitulo 3. Nos limitaremos
aqui, portanto, a discutir questdes especificas a este capitulo relacionadas a
morfologia da lesao.
A formacgao de ulcera na Leishmaniose € um processo dependente do tempo sendo
que durante os 30 primeiros dias a LC é caracterizada por lesdo geralmente ndo
ulcerada(504) existindo correlagao também entre o tempo de doenga e o tamanho
da lesao(505). Também existe interacao entre os fatores imunolégicos
possivelmente associados a progressao para a mucosa e o tamanho da lesao;
incluindo producéo antigeno especifica de TNF-a e IFN-y por PBMC(505, 506) e
quantidade de macréfagos em lesdes precoces de LC(507). Além disso, a forma
mucosa também ja foi associada ao numero de lesdes cutadneas(125), lesbes acima
da cintura(125) auséncia de tratamento ou tratamento inadequado(32), presenca de
infecgdo pelo HIV(127-129), idade maior que 22 anos, sexo masculino e duragéo da
doenga maior que 4 meses(123). Desta forma, devido as possiveis multiplas
associacoes entre disseminacao da Leishmania e fatores clinicos, procuramos no
estudo isolar o efeito dos aspectos morfolégicos da lesao através dos critérios de
incluséo e de analise multivariada. Nao foram incluidos no estudo pacientes com
raziliensise pela analise multivariada- ver discussao capitulo 3. As covariaveis idade,
sexo, numero e localizacio da lesdo foram considerados no modelo multivariado.
Foi encontrada associagao entre a presenca de lesées em membros
superiores e a disseminagao de L. (V.) braziliensis para a mucosa nasal no modelo
final. Esta associagao, entretanto, tem que ser vista com cautela ja que neste
modelo permaneceu apenas uma variavel e que na analise univariada utilizando o
teste exato de Fisher a associagao nao foi significativa(p=0.053). A divergéncia nos
resultados pode ser, portanto, explicada pelos modelos estatisticos utilizados para
analise. A associagédo encontrada no modelo final, entretanto, tem sentido
fisiopatoldgico ja que a disseminagao da Leishmania é linfohematogénica(508-510) e
a o caminho linfatico ou vascular a ser percorrido pelo parasito até a chegada a
mucosa nasal € menor quando comparado a leséo tipica em membro inferior.
Apesar de n&o termos encontrado outras associagdes significativas das areas
estudadas com a disseminacgao de Leishmania para a mucosa nasal, os pacientes
com presenga de DNA de Leishmania na mucosa nasal, como esperado, tiveram

lesBes maiores com maior area de macula, infiltragdo e Ulcera. E possivel que a ndo
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significancia da associagao seja decorrente da falta de poder estatistico do estudo.
Como o tamanho da amostra foi determinado por conveniéncia isso nao era
inesperado. Os dados servirdo, entretanto, como base para o calculo de uma

amostra mais adequada para estudo posterior.

4.6 CONCLUSAO

Os pacientes com disseminacao precoce de leishmania para a mucosa nasal
tiveram maiores areas total, de ulcera, de macula e de infiltragcdo o que os controles,

mas esta associagao nao foi significativa em modelo multivariado.
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avaliadas de forma longitudinal, tais como rinite alérgica, alteragGes anatdmicas e imunitarias presentes na
mucosa nasofaringea.

Os autores pretendem verificar fatores clinicos e laboratoriais relacionados ao acometimento mucoso em
pacientes com lesdo cutanea. Para tanto, serdo recrutados pacientes com diagnéstico de leishmaniose
tegumentar americana segundo os critérios da OMS, os quais serédo divididos em casos (pacientes com
acometimento mucoso) e controles (pacientes sem acometimento mucoso). Os participantes serdo
investigados por meio de anamnese e exame clinico. As avaliagdes dermatologica e otorrinolaringolégica
serdo coletadas por intermédio de questionario padronizado que inclui avaliagdo diagnodstica e rastreio de

possiveis fatores clinicos e laboratoriais relacionados a emergéncia de acometimento
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otorrinolaringolégico. Sera realizada analise multivariada para o calculo da razdo de chances e deteccéo de
possiveis confundidores.

Dessa forma, espera-se averiguar a influéncia de alteragdes otorrinolaringolégicas prévias no
desenvolvimento da Leishmaniose Mucocutdanea em pacientes com leishmaniose tegumentar americana.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo principal do estudo é identificar as alteragbes otorrinolaringolédgicas prévias como fator de risco
para o desenvolvimento da leishmaniose mucocutanea.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A principio, o estudo nao oferece riscos aos participantes tendo em vista que os exames a serem realizado
ja fazem parte da rotina de atendimento aos pacientes com leishmaniose e os autores garantem que néo
serao feitos procedimentos invasivos adicionais. Para a amostra do estudo, o delineamento nao oferece
beneficios mas certamente havera beneficio para pacientes que futuramente venham ser atendidos no
sentido de poder haver a identificagao prévia de fatores de risco relacionados a leishmaniose mucocutanea.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa é factivel segundo o cronograma de atividades apresentado bem como a planilha de
orgamento.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Os termos de apresentacg&o obrigatéria estdo adequados.
Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Sendo assim, sou de parecer favoravel a aprovacgdo do projeto de pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O presente projeto foi avaliado na 4% Reunidao Ordinaria deste CEP. Apds apresentagao pelo relator e
discussdo pelos membros do Colegiado o projeto foi aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS DO_P | 14/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 656319.pdf 12:44:18
QOutros Termo_Otorrinolaringologia.jpg 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
12:43:29 [Barroso

Qutros Termo_Dermatologia.jpg 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
12:42:46 | Barroso

Outros Termo_De_Anuencia.jpg 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
12:35:09 | Barroso

Qutros Termo_insituicao_coparticipante.jpg 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
12:23:45 | Barroso

Declaragdo de Termo_concordancia_instituicao_particip| 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito

Instituicio e ante.pdf 12:21:28 |Barroso

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_BR.pdf 14/04/2016 | Daniel Holanda Aceito
12:20:19 | Barroso

Projeto Detalhado / |PROJETO_DETALHADO.docx 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito

Brochura 12:19:18 |Barroso

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE.pdf 14/04/2016 |Daniel Holanda Aceito

Assentimento / 12:18:40 |Barroso

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
20:13:15__ [Barroso

Declaragao de Carta_de_Encaminhamento.jpg 09/04/2016 | Daniel Holanda Aceito

Pesquisadores 20:08:12 | Barroso

Qutros DECLARACAO DE_RESPONSABILIDA| 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito

DE.jpg 20:06:58 |Barroso

Qutros Curriculo_raimunda_Nonata.pdf 09/04/2016 | Daniel Holanda Aceito
19:02:29 | Barroso

Qutros Curriculo_Ciro_Martins_Gomes.pdf 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
14:35:21 Barroso

Qutros Curriculo_Marcio_Nakanishi.pdf 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
14:32:07 | Barroso

Outros Curriculo_Gustavo_Subtil.pdf 09/04/2016 |[Daniel Holanda Aceito
14:30:09 | Barroso

Qutros Curriculo_Arthur_Youssif.pdf 09/04/2016 | Daniel Holanda Aceito
14:28:47 |Barroso

Outros Curriculo_Daniel Holanda Barroso.pdf 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
14:18:57 | Barroso

Orgamento ORCAMENTO_DETALHADO.docx 09/04/2016 |Daniel Holanda Aceito
14:16:04 [Barroso

Brochura Pesquisa |Resumo.docx 09/04/2016 | Daniel Holanda Aceito
14:04:26 _[Barroso

Situagao do Parecer:
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6.2 APENDICE Il TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TEFMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

“PRESENCA DE ALTERACOES OTORRINOLARINGOLOGICAS COMO FATOR DE RISCO
PARA O DESENVOLVIMENTO DA LEISHMANIOSE MUCOSA: UM ESTUDO CASO-
CONTRO!

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) de uma pesquisa e deve avtorizar on
ndo a sua participacdo. Para awalid-lo (a) nessa decis3o. atente para os esclarecimentos feitos logo abamxe. Caso
aceite fazer parte do estudo. assine no local indicado no documento. Se o (a) senhor (a) preferir ndo autorizar a
sua participagio na pesquisa. saiba que ndo havera nenhuma peﬂa]ldade A Partu:lpagao nesta pesquisa também
ndo acarretard em gastos para o senhor (). Esta pesquisa se propde a associacdo entre a presenca de rinite alérgica
e o surgimento de leishmanicse nmcosa em pacientes com Leishmaniose cutinea. Além disso avaliard os tipos de
alterages de nmcosa nos pacientes com diagndstico de Leishmanicse Tegumentar Americana do Hospital
Umiversitirio de Brasilia Isso sera feito através de avaliacdo detalhada cque serd realizada por médicos
dermatolopistas e otorrinolaringologistas, descrevendo os sinais e sintomas relativos a estas lesdes, bem como as
suas evolugdes com o tempo de tratamento. Com essas informacdes serfo obtidos estudos atuas sobre as
alteragdes otorrinolaringeldgicas nos pacientes com leishmaniose e a prevaléncia destes sintomas, fornecendo
dados que contribuirio no aprimoramento do conhecimento, possibilitarfio avaliar os critérios diagnosticos
adotados, acreditando que o3 médicos devem ser capazes de reconhecer os sinfomas e suspeitar da doenca,
evitando assim a contimudade de transmissdo da leishmaniose e a formacdo de sequelas deformantes.

As consultas médicas, juntaments com o preenclimento das fichas e o exame fisico serdo realizados as quartas-
feiras no ambulatério especifico para Leishmaniose Tepumentar Amernicana no Hospital Universitano de Brasilia
seguido pelo atendimento no ambulaténo especializado de Otorrinolarmgologia.

Oz seus dados serfo mantidos em segwranca e sua 1denl:1ﬁra;ao st sera reconhecida pelos pesquisadores
envolvidos, e se em alg;lml momento, o (a) senhor (a) ndo desejar mais participar da pesquisa pode retirar sen
consentimento & isso ndo implicara em qualquer prejuizo na contimudade do acompanhamento e de sen
tratamento O seu consentimento permutira o melhor desenvelvimento da assisténcia prestada e owtros beneficios
ja citados, além disso essa pesquisa nfo oferece nenhum risco ou prejuizo a sua sande. Se howver alguma divida
sobre esse projeto, pode procurar algum(a) dos (as) pesquisadores(a)s. Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio. no
telefone: (61) §121-6100; Daniel Holanda Barroso no telefone: (61) 985911535 ou pede buscar o Conuté de Etica
em Pesquisa localizado na Umniversidade de Brasilia na Faculdade Medicina ou pelo telefone (61) 3107-1918. ou

pelo e-mail cepfinaunb. br.

Eu, . portadora do RG ou CPF
n° na condigdo de responsavel pela crianga
. concordo em participar da pesquisa “PRESENCA DE
ATTERACOES OTORRINOLARINGOLOGICAS COMO FATOR DE RISCO PARA O
DESENVOLVIMENTO DA LEISHMANIOSE MUCOSA: UM ESTUDO CASO-CONTROLE™.

Assinatura do(a) responsavel:
Pesquisadora Responsavel: Rammunda Nenata Ribeire Sampaio

Pesquisadoras participantes: Dandel Holanda Barroso.

+ Nome e Assinatura do pesquisador:

Apradecemos a sua disposicio e participacio.
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6.3 APENDICE lIl- FICHA OTORRINOLARINGOLOGICA DE LTA

Anexo II- Avaliagdo Otorrinolaringolégica do paciente com LTA

Nome:
Data: N° Prontuario HUB: Suspeita LTA: |_|1— Cutinea; 2- Mucosa; 3-Cutanec-mucosa
Inicio de Lesfes cutaneas(meses): Inicio de lesSes mucosas(meses)

Histéria de doenga ORL: |:| 1-5im; 2-Ngo  Gaso positivo, Qual?

Rinite alérgica: D 1-Sim; 2- N30 Uso de Corticoterapia topica prévia? 1-8im; 2- Ndo
Rinorréia:l:l 1-8im; 2- Nao  Inicio: meses Prurido nasal | |1-Sim; 2- Nao  Inicio: meses

Congestio Nasal D1-Sim; 2-Nso Inicio: _____Mmeses Esp\rros:l:lt&m; 2-Ndo  Inicio: ____Mmeses
Sintomas Otorrinolaringolégicos
Sintomas orais/Faringeos Dor Oral: I:l1-3im,2- Nao  Inicio ____meses Dor faringea: D1Sim, 2-Nao Inicio: ____meses
Odinofagia: [ |1-Sim; 2-Nao Inicio: meses  Globus faringeu:l:lmim; 2-Nao Inicio meses
Disfagia: Inicio: . meses 7
Sintomas Iaringeos:_aisfonia: D1-Sim;2- Nzo Inicio: meses T0sse: Du;\m; 2- Ndo Inicio: meses
Pigarro: D1—Sim; 2- Nio Inicio: meses o
Sintomas Nasais: Obstrucio: I:[Tgﬁnz Nao Lateralidade: I:l1-Direita; 2- Esquerda Inicio: meses
Rinorréia;] |1-8im;2-N&o Inicio: | meses Presenca de crostas:l:l 1-Sim; 2- Ndo  Inicio: ____Mmeses

Epistaxe:| |1-8im:2-nao Inicio: meses Cacosmia:l:lw.sm;g_wao Inicio: meses

Dor nasal: 1-8im; 2- Nao Inici:)-:-_' meses  Fluxo Ruidoso (apito): --D1—Sim‘2-Néio Inicio: meses
Dispepsia 1-8im; 2-Ndo  Inicio: I:::meses Tratament0|:|1.3im;2.N50 Qua?
Tabagismo:| |1-Sim; 2-Nao Inicio: :____meses

Exame fisico:

Oroscopia: Lesdes: D1-Sim; 2-Nio

Otoscopia: Lesdes: D1-Sim; 2-Néo

Rinoscopia/Videoendoscopia nasal:  Lesdes: D1-Sim;2- Nao

Videolaringoscopia: Lesdes: D1-Sim; 2- Nao

Avaliagao e Conduta otorrinolaringolégicas
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6.4 APENDICE IV FICHA DERMATOLOGICA DE LTA

Ficha Dermatologica de LTA

Data: N? Prontuario HUB: Suspeita LTA: D1- Cuténea; 2- Mucosa; 3-Cutaneo-mucosa
1- Identificagdo

MNome:

Endereco:

Telefone: Celular:

Sexa: D1-I‘u‘|asc e 2-Fem Data de Nascimento: ldade: anos Fototipo:

CEP- Numero do SUS:

Escolarida dE:D 1- snalfabeto; 2 alfabetizado; 3-Fundamental|1-42 série); 4- Fundamental(5-22 série) 5- Ensino medio; 6-Ensino superior; 7- Pds graduagic

Maturalidade: Profissdo:

Procedencia:

2-Histérico Epidemiolégico

Procedente de Area: 1-Urbana; 2- Periurbana & 3- Rural Residéncias anteriores
Convivio com animais: 1-8im; 2- Nao Cuais?
Habitos Recreativos: - Nenhum; 2-Caca; 3- Pesca; 4- Outros Quais?

Local de Provavel contagio:

Alguma Atividade no campo | |;gim 2.n3e  Ha quanto tempo? meses Local:
Contate proximo com LTA? 1-5im; 2- Ndo Parentesco:
Ha quanto tempo meses Tratado D‘-Sim; 2 N3o

3-Histéria da moléstia atual:

Exame fisico:

Local da Biopsia:
Hipotese diagnostica:
Conduta



Tabagismo D1-Sim; 2-Ndo Cigarros por dia: Ha guantos anos? I:I

Etilismo D1$im;2- Nio Vezes por semana: Quantidade por vez'- Latas: I:I Doses:|:| Tagas: I:I

Uso de drogas 1-Sim; 2- Nio Vezes por semana: l:l (Quantidade por vez:

Diabetes Mellitus 1-Sim; 2- Ndo Hipertens&o arterial D 1-Sim; 2- Ndo

Alergias D 1-8im; 2- Nao Quais?

Cardiopatia 1-Sim; 2- Ndo Nefropatia: D1$im: 2- Nio Pneumopaﬁas:[lm&'m; 2-Nao
HIVIAIDS | [1-Sim; 2- NSo Outras Imunodeficéncias?

Outros:
Doenga de Chagas: D 1-Sim; 2- Nao Hanseniase: U1-Sim; 2-Nao Tuberculose cutdnea: D1 -Sim; 2- Ndo
Penfigo foleaceo sul amencano | [ 1-Sim; 2- Nao Doenga reumatica: | | 1-Sim; 2- Ndo
Micose profunda: 1-Esporatricose; 2- Cromoklastomicase; 3- Paracoccidicikdomicose

1-Latas de cerveja, Doses de destilado e tacas de vinho, Obs: nas células gue ndo houver nada escrito segue o padrdo: 1= sim e 2=Nio.
5-Sinais e Sintomas

Lesdes cutineas:  Mumero total: I:[ Localizagdo: Face: I:'Asa nasal: I:[ Dorso nasal:

Labios:l:l Orelha:l:l Pescogo: % Torax: l:[ Membros superiores: l:l Membros inferiores: l:l

Abdomen Regido Lombar
Aspecto: 1-Ulcera; 2- Papula; 3- Verrucosa; 4- Esporotricdide; 5- outros- Descrigio:
Tempo da lesdo: meses  Obs:

Lesdes Mucosas: 1-Sim; 2- Nao.
Obstrugdo nasal: D Sangramentcs:l:[ Dor: D Coriza: D Dificuldade para deglutir: DSecregéo nasﬂ
Dificuldade para Respirar: D Crostas: D Prurido: |:|
Exame fisico:  Ulcera nasal: D Infilragdo ND Deformidade extena nasal: D Perfurago do Septo nasal: D

Desfruicdo Sepial Total: D Fistula Orofaringea: D Utilizagdo de Protese: D Lesdo da cavidade oral: |:|
Leso cutinea concomitante: [ Local:

Cicatriz ou lesfo cutinea prévia: :[ Tipo:| [1- Infiitracio; 2- Ulcera; 3- Outro:
6-Exames complementares (0- Nio realizada; 1- Positive e 2- Negafivo)

Sorologl:i:[ls D D
HIV: Anti-HBs: :[ HBsAg: Anti-Hbe: HBeAg:
AntiHBe- Total: | iG] | 1g: | | Anti—HC\PD AntiHav- IgM: [ ] 196 ]

VDHL:D Chagas: [
Reagio em cadeia da polimerase:

Saliva: D Sangue perifénico: D Swab Cral: D

Lesdo Cutinea- Fragmento de les3o: Papel filtro: Bloco de parafina:

Lesdo Mucosa- Fragmento de lesdo: Papel filtro: H Bloco de parafina: H

Rotina LTA:

IDF{M:D Inoculagio em Hamster: D Imunofluorecéncia indireta LTA: l:[
Culfura LTA: D Esfregago LTA: I:I

Cultura para Fungos:

Cultura para Micobacténias:
PCR para fungos ou Micobactérias: |_|
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Histopatologico:

Diagnéstico
Diagnaostico: D1— LTA cutdnea; 2- LTA mucosa; 3- LTA cutaneomucosa; 4-LTA Disseminada; 5- LTA cutdneo-difusa; 6- outro.
Qutro diagnostico, Cual?:

Tratamento
Droga: Peso: Kg Dose: Dose por Kg: Inicio:

Duragdo do tratamento: Obs:

Evolugio
Aspecto da lesdo - Fim de tratamento: D 30 dias: D 90 Dias: D 180 diaﬁD'-Au‘vazz- em cicatrizagio 3- Cicatrizada
Desfechao: 1-cura; 2-Falha; 3- Abandono; 4- Toxicidade Melhora dos sintomas: 1-5im; 2- Nao
Necessidade de segundo Tratamento:

2% Data: Motivo:

Droga: DoseporKg: Tempo previsto:
Desfecho: 1-Cura; 2-Falha; 3- Abandono; 4- Toxicidade

3*Data:  Mofivo:

Droga: ) . Dose por Kg: Tempo previsto:

Desfecho: D1-Cura; 2-Falha; 3- Abandono; 4- Toxicidade
Exames Laboratoriais
Tdias | 14dias | 21dias | 28 dias | 28dias | 30 dias | 60dias | 90 dias | 180 dias

Data

QTc
Hemacias

Hemoglobina

Hematocrito

Leucocitos

Plaguetas
WVHS
Glicose

Uréia

Creatinina

TGO

TGP

Bilirrubina Total
Bilirrubina Direfa
Fosfatase Alcalina
Amilase

Potassio

Cloro
CPK
IFILTA
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1. Barroso, Daniel Holanda, Jurema Guerrieri Brand&o, Elaine Silva Nascimento
Andrade, Ana Clara Banhatto Correia, Danielle Costa Aquino, Ana Carolina Rios
Chen, Sebastian Vernal, Wildo Navegantes de Araujo, Licia Maria Henrique da Mota,
and Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio. 2021. 'Leprosy detection rate in patients
under immunosuppression for the treatment of dermatological, rheumatological, and
gastroenterological diseases: a systematic review of the literature and meta-analysis',
BMC infectious diseases, 21: 1-9.

2. Barroso, Daniel Holanda, Ciro Martins Gomes, Antbnia Marilene da Silva, and
Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio. 2021. 'Comparison of cardiotoxicity between N-
methyl-glucamine and miltefosine in the treatment of American cutaneous
leishmaniasis', Anais Brasileiros de Dermatologia, 96: 502.

3. Barroso, Daniel Holanda, Otavio de Toledo Nobrega, Carla Nunes de Araujo,
Gustavo Subtil Magalhaes Freire, Sofia Sales Martins, Bruna Cortes Rodrigues, Ciro
Martins Gomes, and Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio. 2021. 'The Presence of
Leishmania braziliensis DNA in the Nasal Mucosa of Cutaneous Leishmaniasis
Patients and the Search for Possible Clinical and Immunological Patterns of Disease
Progression: A Cross Sectional Study', Frontiers in cellular and infection
microbiology, 11.

4. Martins, Sofia Sales, Daniel Holanda Barroso, Bruna Cértes Rodrigues, Jorgeth de
Oliveira Carneiro da Motta, Gustavo Subtil Magalhaes Freire, Ledice Inacia de Araujo
Pereira, Patricia Shu Kurisky, Ciro Martins Gomes, and Raimunda Nonata Ribeiro
Sampaio. 2021. 'A Pilot Randomized Clinical Trial: Oral Miltefosine and Pentavalent
Antimonials Associated With Pentoxifylline for the Treatment of American
Tegumentary Leishmaniasis', Frontiers in cellular and infection microbiology, 11.

5. Pinheiro, Ana Barbara Sapienza, Patricia Shu Kurizky, Marina de Freitas Ferreira,
Marco Antonio de Souza Mota, Jaqueline Santos Ribeiro, Edson Zuza de Oliveira
Filho, Carlos Augusto Souza, Daniel Holanda Barroso, Raimunda Nonata Ribeiro
Sampaio, and Ciro Martins Gomes. 2020. 'The accuracy of the Montenegro skin test
for leishmaniasis in PCR-negative patients', Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, 53.
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6. Rodrigues, Bruna Cortes, Marina Freitas Ferreira, Daniel Holanda Barroso,
Jorgeth Oliveira Carneiro da Motta, Carmen Déa Ribeiro de Paula, Claudia Porto,
Sofia Sales Martins, Ciro Martins Gomes, and Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio.
2020. 'A retrospective cohort study of the effectiveness and adverse events of
intralesional pentavalent antimonials in the treatment of cutaneous leishmaniasis',
International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, 14: 257-63.

7. Sampaio, Raimunda Nonata Ribeiro, Carmen Dea Ribeiro de Paula, Claudia
Porto, Jorgeth de Oliveira Carneiro da Motta, Ledice Inacia de Araujo Pereira, Sofia
Sales Martins, Daniel Holanda Barroso, Gustavo Subtil Magalhaes Freire, and Ciro
Martins Gomes. 2019. 'A randomized, open-label clinical trial comparing the long-
term effects of miltefosine and meglumine antimoniate for mucosal leishmaniasis',

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 52.
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