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Resumo e Abstract

Resumo

Introdugao: As leishmanioses sdo um grupo de doengas infecciosas
causadas por protozoarios do género Leishmania. Umas 360 milhdes de
pessoas em 88 paises estdo em risco de desenvolver alguma das formas da
doenca. Em 2022 no Brasil foram notificados 13.044 casos novos de
leishmaniose tegumentar americana. Os critérios de cura sao clinicos,
baseados na reepitelizagdo completa das ulceras cutaneas. Existe uma
necessidade de identificar marcadores biolégicos com alta especificidade e
sensibilidade que possam ser aferidos de forma pouco invasiva para auxiliar
no acompanhamento do paciente e na avaliacdo da resposta terapéutica de
uma forma objetiva. Um marcador promissor € a enzima adenosina
deaminase, cuja utilidade tem sido demonstrada no diagndstico de
tuberculose e estudos tem relatado uma maior atividade enzimatica em

pacientes com leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pos-calazar.

Métodos: Foi realizado um estudo para avaliar a atividade da enzima
adenosina deaminase em pacientes diagnosticados com leishmaniose
cutdnea. Foram incluidos 15 pacientes recém diagnosticados com
leishmaniose cutanea e acompanhados mensalmente durante e depois do
tratamento por um periodo de 90 dias. Em cada avaliagao foi realizada uma
avaliacao clinica e foi realizada uma coleta de sangue venoso para posterior
avaliagcdo dos niveis enzimaticos. Paralelamente foram avaliados 10
participantes no grupo controle uma unica vez. A quantificagcdo enzimatica foi
realizada utilizando o Kit comercial Adenosina Deaminase da empresa

Biotecnica.

Resultados: No grupo de estudo houve um predominio do sexo masculino,
estado conjugal casado, nivel educacional fundamental ou menor, renda
mensal inferior a 2 salarios-minimos, e a média de idade foi de 54,07 +15,38

anos. O grupo controle apresentou um valor mediano de adenosina
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deaminase de 6,29 (4,45) U/L. No grupo de estudo, o valor foi de 12,34 (9,06)
U/L no DO, 12,26 (5,38) U/L no D30, 11,48 (5,45) U/L no D60 e 8,62 (4,13) U/L
no D90. Foi encontrada uma diferenga estatistica significativa (p=0,0017) entre
os valores do grupo controle e do grupo de estudo do DO. Também foi
encontrada uma diferenga significativa entre os valores do grupo de estudo
nos diferentes momentos do acompanhamento (p=0,004). A atividade
enzimatica foi avaliada como teste diagnostico de leishmaniose cuténea
utilizando um valor de 11,56 U/L como ponto de corte, sendo calculada uma
especificidade de 100%, uma sensibilidade de 66,67%, e p=0,001. Também
foi avaliada a atividade enzimatica como teste diagndstico de falha terapéutica
utilizando um ponto de corte de 14,13 U/L, sendo calculada uma
especificidade 100%, sensibilidade de 28,57% e p=0,49. Nao foi encontrada

correlagao entre os niveis enzimaticos e a superficie total ulcerada.

Conclusao: Os resultados indicam uma maior atividade da enzima em
pacientes diagnosticados com leishmaniose cutdnea e uma diminuigéo
gradual dos niveis enzimaticos ao longo do periodo de acompanhamento. As
limitacbes do estudo foram um tamanho amostral reduzido, o uso de
amostragem nao probabilistica e a nao identificagdo da espécie de
Leishmania. Estudos com amostras maiores e que incluam outras formas

clinicas da doenga sao sugeridos.

Palavras-Chave: Leishmaniose Cutanea; Biomarcadores; Adenosina

Deaminase; Doencas Negligenciadas; Quimioterapia
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Abstract

Introduction: Leishmaniases are a group of infectious diseases caused by
protozoa of the genus Leishmania. About 360 million people in 88 countries
are at risk of developing some form of the disease. In 2022, 13.044 new cases
of American Tegumentary Leishmaniasis were reported in Brazil. Cure criteria
are clinical, based on complete re-epithelialization of the ulcers. There is a
need to identify biological markers with high specificity and sensitivity that can
be measured non-invasively to assist in patient monitoring and the evaluation
of the therapeutic response objectively. A promising marker is the enzyme
adenosine deaminase, whose utility has been demonstrated in the diagnosis
of tuberculosis. Studies have reported higher enzymatic activity in patients with

visceral leishmaniasis and post-kala-azar dermal leishmaniasis.

Methods: A study was conducted to assess the activity of the adenosine
deaminase enzyme in patients diagnosed with cutaneous leishmaniasis.
Fifteen patients newly diagnosed with cutaneous leishmaniasis were included
and monitored monthly during and after treatment for a period of 90 days. At
each assessment, a clinical evaluation was conducted, and venous blood was
collected for subsequent evaluation of enzymatic levels. Concurrently, 10
participants were assessed in the control group only once. Enzymatic
quantification was performed using the Adenosine Deaminase commercial kit

from the Biotecnica company.

Results: In the study group, there was a predominance of males, married
marital status, elementary education or lower, monthly income below 2
minimum wages, and the average age was 54,07 +15,38 years. The control
group showed a median value of adenosine deaminase of 6,29 (4,45) U/L. In
the study group, the values were 12,34 (9,06) U/L at DO, 12,26 (5,38) U/L at
D30, 11,48 (5,45) U/L at D60, and 8,62 (4,13) U/L at D90. A statistically
significant difference (p=0,007) was found between the control group and the
study group values at DO. A significant difference was also found between the

study group values at different follow-up points (p=0,004). Enzymatic activity
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was evaluated as a diagnostic test for cutaneous leishmaniasis using a cutoff
value of 11,56 U/L, with a calculated specificity of 100%, sensitivity of 66,67 %,
and p=0,001. Enzymatic activity was also evaluated as a diagnostic test for
therapeutic failure using a cutoff value of 14,13 U/L, with a calculated
specificity of 100%, sensitivity of 28,57%, and p=0,49. Correlation between

enzyme levels and total ulcerated surface was not observed.

Conclusions: The results show a higher enzymatic activity in patients
diagnosed with cutaneous leishmaniasis and a gradual decrease of enzyme
levels along the follow up period. Some limitations of the study included a small
sample size, the use of non-probabilistic sampling, and the non-identification
of the Leishmania species. Studies with a larger sample and that include other

clinical forms of the disease are suggested.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Biomarkers; Adenosine Deaminase;

Neglected Diseases; Drug Therapy
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Capitulo 1: Introdugao

1.1 Situagao epidemioldgica

As leishmanioses sdo um grupo de doengas infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania. No mundo s&o relatados
aproximadamente dois milhées de casos novos e 70.000 6bitos anualmente
1. Aproximadamente 360 milhdes de pessoas em 88 paises estdo em risco de
desenvolver alguma das formas da doenca 2. A leishmaniose tegumentar é a
forma mais comum da doenca e apresenta manifestacdes clinicas variaveis,
incluindo as formas: cutanea localizada, cutdnea difusa, disseminada e
mucosa 3. A maioria dos casos de leishmaniose tegumentar no continente
americano sdo causados por Leishmania braziliensis 4. No caso da
leishmaniose cutanea, o 70% dos casos novos séo relatados em: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiépia, Ird, Suddo e Siria °.
Historicamente a infecgao esteve mais associada a trabalhadores agricolas

expostos ao vetor em ambientes rurais °.

A doencga é transmitida por insetos flebotomineos do género Lutzomya. As
diferentes espécies do vetor tém uma distribuicdo geografica ampla e
heterogénea. Varios animais silvestres e domésticos s&do considerados
reservatérios, incluindo roedores, marsupiais, caes, felideos e outros.
Atualmente no Brasil, a leishmaniose tegumentar apresenta trés padroes
epidemioldgicos. O padréao silvestre, que ocorre em areas de densa vegetacao
e é considerada uma zoonose. O padrao ocupacional e de lazer, que esta
associado a exploragdo desordenada das florestas e ao desmatamento
relacionado com a industria agropecuaria, construgao, turismo e outras
atividades. Finalmente, o padrao rural e periurbano, relacionado com as

migragdes de populagdes humanas para o interior do pais e a construgao de



18

centros urbanos em areas associadas a matas 3. Mudangas ambientais
relacionadas ao desmatamento e a construcdo de grandes projetos de
infraestrutura estao envolvidos na disseminag¢ao da doenca, e populagdes em
situacdo de pobreza e condicdes de moradia inadequadas estdo mais

expostas ao vetor causando uma maior incidéncia da doenga nesses grupos
5

Em 2022 no Brasil foram notificados 13.044 casos novos de leishmaniose
tegumentar americana. A doenga acometeu principalmente ao sexo
masculino, com 73,85% dos casos, e a faixa etaria de 20-39 anos, com
38,43% dos casos. Os estados que notificaram mais casos foram: Para com
2.927 (22,44%), Maranhao com 1.713 (13,13%), e Mato Grosso com 1.250
(9,58%) ’.

1.2 Resposta imunoldgica e fisiopatologia

O desenvolvimento da doenca depende de uma interacdo complexa entre
fatores relacionados com o parasito, o hospedeiro, o vetor, e o tipo de resposta
imune do humano. Os protozoarios se encontram na forma promastigota
dentro do vetor flebotomineo, e mudam para a forma amastigota no
hospedeiro vertebrado, onde sao fagocitados principalmente por macréfagos
8 mas outros tipos celulares como as células dendriticas, neutrdfilos, e
mondcitos também podem ser infetados °. Os parasitos conseguem
sobreviver ao ambiente toxico dentro dos macréfagos e multiplicam-se até a
ruptura da célula, sendo liberados para infectar mais macréfagos. O controle
da infeccdo é dependente da resposta imune celular, sendo o proéprio
macrofago a principal célula efetora, mas também a célula hospedeira. Os

macréfagos séo ativados pelos linfécitos T, por meio da secrecéo de IFN- 2.
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Uma resposta imune celular T CD4+ Th1 & considerada essencial para o
controle parasitario devido a secrecao de IFN-y e TNF-a que sao responsaveis
pela ativagéo dos macrofagos e células dendriticas 2. Na auséncia de resposta
imune celular, acontece a forma disseminada da doenga, ja que os anticorpos
secretados n&o neutralizam os parasitos. Por outro lado, uma resposta imune
celular exacerbada esta associada a forma mucosa da doenca, onde existe
uma carga parasitaria baixa, mas também dano tecidual °. As lesdes
ulcerativas observadas na leishmaniose mucosa sao consequéncia de uma
resposta imune exacerbada, com altos niveis de IFN-y, TNF, e atividade
celular de macrofagos, células NK, e linfécitos. Nos casos de leishmaniose
difusa, existe uma menor producao de IFN-y, TNF, e maior producdo de

anticorpos e IL-5 10,

A leishmaniose cutanea caracteriza-se pelo aparecimento de lesdes no sitio
da picada do vetor flebotomineo, habitualmente acometendo areas
anatdmicas expostas ao vetor tais como as extremidades e o rosto. As lesdes
iniciam como papulas avermelhadas que evoluem em nddulos indolores e
finalmente em Ulceras com bordas bem definidas . O aparecimento das
lesdes acontece depois de um periodo de incubagao que geralmente dura 2-

8 semanas 12,

1.3 Procedimentos diagnosticos

A identificagdo do parasito nos tecidos € considerado o padréao ouro para o
diagndstico, mas apresenta menor sensibilidade em casos de baixa
parasitemia * e sua acuracia € considerada inversamente proporcional ao
tempo de evolugdo das lesdes 3. Na realizagéo da cultura, fragmentos obtidos
da borda das lesdes sao inoculados no meio de cultivo Neal, Novy e Nicolle
(NNN) e mantidos entre 24 C° e 26 C°. A cultura deve ser observada por até

um més antes de considerar o resultado como negativo 3. Alternativamente, o
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material pode ser coletado diretamente das ulceras por pungdo com tubo
selado a vacuo com meio de cultura 3. O teste intradérmico, ou
intradermoreacédo de Montenegro, € baseado em uma resposta de
hipersensibilidade celular retardada. Varios estudos relatam uma
sensibilidade maior ao 90% * e tem a vantagem adicional de ser um teste
barato e facil de realizar '°. Nos casos de leishmaniose mucosa, a reagdo
dérmica é exacerbada, e nos casos de leishmaniose cutadnea difusa, o teste
pode ser negativo. O teste pode permanecer positivo por varios anos apos a
cura clinica, e também pode acontecer uma reacdo cruzada com outras
doengas 3. A técnica molecular de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é
de grande utilidade devido a sua alta especificidade e sensibilidade, mesmo
em casos de baixa parasitemia 6. A principal desvantagem da PCR é seu

custo elevado e a necessidade de infraestrutura e pessoal especializado 3.

1.4 Tratamentos disponiveis

Atualmente, o tratamento de primeira linha da leishmaniose cutanea no
continente americano sdo os antimoniais pentavalentes. Existem duas
formulagdes, o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de soédio. O
antimoniato de meglumina € o unico antimonial pentavalente comercializado
no Brasil, com o nome de Glucantime 3. Acredita- se que a atividade
antileishmania do medicamento depende de mecanismos diretos e indiretos.
Os principais mecanismos diretos descritos sdo: a formagao de complexos
com ribonucleosideos causando uma disfuncdo de topoisomerasas
essenciais para a replicagdo do DNA e a transcricao, e a redugao do farmaco
dentro da amastigota para uma molécula com maior atividade. Os
mecanismos indiretos estdo envolvidos no regulamento da resposta imune,
principalmente pelo aumento de citocinas pro-inflamatérias como IL-13, IL-6,

IL-8 e TNF- a, o qual aumenta a atividade dos mondcitos e neutréfilos 7.
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Também tem sido proposto que a tripanotiona redutase e os dedos de zinco

proteicos possam ser alvos dos antimoniais pentavalentes .

O tratamento estd associado com varios efeitos adversos, os mais
importantes relacionados com a toxicidade sobre o sistema cardiovascular,
que é dependente da dose e do tempo do tratamento e geralmente manifesta-
se como invers&o e achatamento da onda T e prolongagao do intervalo QT 3.
Outras possiveis complicacdes incluem pancreatite, pancitopenia, neuropatia
periférica reversivel, rigidez articular, sintomas gastrintestinais e
nefrotoxicidade '. Os antimoniais pentavalentes tém sido o tratamento de
primeira linha por mais de 50 anos, mas estudos recentes feitos na América

Latina relatam uma incidéncia de falha terapéutica de 7% a 39% .

Existem tratamentos alternativos que sao utilizados em casos de falha
terapéutica ou quando o uso de antimoniais estiver contraindicado. Os
farmacos utilizados sao: anfotericina B, pentamidina e mais recentemente a
miltefosina. Todos estes medicamentos tinham sido utilizados para o
tratamento de outras doengas e foram reposicionados para o tratamento da
leishmaniose. Esta € uma pratica comum no tratamento das doengas tropicais

negligenciadas 7.

A miltefosina, originalmente desenvolvida como agente antineoplasico, € um
dos farmacos mais promissores atualmente. O farmaco é administrado pela
via oral, e tem agao sobre a integridade da membrana fosfolipidea, a funcao
mitocondrial do patégeno, e fomenta a resposta imune do tipo Th1 °. O
mecanismo de agao envolve alteragdes da sintese de ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), do metabolismo éter-lipideo, da coenzima A
aciltransferase, dos sinais de transducao e o aumento na producao de 6xido
nitrico sintase 2 (INOS2)'®. Um ensaio clinico reportou uma incidéncia de cura
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de 69,23% no grupo de participantes tratados com miltefosina e pentoxifilina,
comparado com uma incidéncia de 66,66% reportada no grupo tratado com
antimoniais pentavalentes e pentoxifilina. A eficacia foi considerada
equivalente, porém o primeiro grupo apresentou uma menor incidéncia de
efeitos adversos '°. A principal limitagdo da miltefosina é seu efeito
teratogénico, contraindicando e complicando o seu uso em mulheres gravidas
e mulheres em idade fértil respectivamente ?°. Sintomas gastrointestinais
leves séo relatados com frequéncia 2! e tem sido descritos casos de
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade '8. A miltefosina foi incorporada pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) em 2018 22,

A pentamidina € uma droga diamidina aromatica que consiste em pentano-
1,5-diol, que interfere na sintese da poliamina, na atividade da RNA
polimerase, entra na célula do protozoario ligando-se ao RNA de transferéncia
e impede a sintese de proteinas, acidos nucléicos, fosfolipidios e folato 2.
Acredita-se que a entrada do farmaco séo os transportadores de arginina e
poliamina e que se acumula nas mitocondrias '8. Algumas desvantagens da
pentamidina sao seu efeito diabetogénico, que limita o seu uso na populagao
com alteragbes no metabolismo da glicose, e que o paciente precisa estar
bem alimentado antes da administragdo do farmaco para evitar hipoglicemia

e lipotimia 4.

A anfotericina B € um farmaco antifungico isolado do Streptomyces nodusus,
um fungo nativo da regido do Rio Orinoco, na Venezuela. O farmaco liga-se
ao ergosterol, componente importante da membrana celular do parasita,
causando a formacao de poros permitindo a saida de cationes, aniones e
outras sustancias através da membrana causando a morte do parasita. O
tratamento esta associado a multiplos efeitos adversos, incluindo nauseas,
voémitos, diarreia, mialgia, artralgia, cefaleia, perda de peso, anorexia e
taquipneia. A formulagao lipossomal apresenta uma melhor biodisponibilidade
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e propriedades farmacocinéticas, e menor incidéncia de efeitos adversos que
a formulagdo de desoxicolato '®. A anfotericina B esta associada a

nefrotoxicidade e hematotoxicidade 2.

Segundo o protocolo de tratamento da leishmaniose cutédnea localizada
causada por Leishmania braziliensis e outras espécies, exceto Leishmania
guyanensis, a primeira escolha terapéutica € o antimoniato de meglumina
intravenoso ou intramuscular. No caso de contraindicagao por comorbidades,
gestacdo, ou idade maior ou igual a 50 anos, utiliza-se a anfotericina B
lipossomal. Alternativamente pode se utilizar o desoxicolato de anfotericina B
ou o isetionato de pentamidina. Em pacientes com les&o unica com diametro
menor a 3 cms, outra opgao disponivel é o tratamento com antimoniato de

meglumina intralesional 3.

O desfecho do tratamento depende de multiplos fatores além do farmaco
utilizado e da forma clinica da doenca. Fatores relacionados com o hospedeiro
tem um papel importante, ja que uma resposta imune eficiente é requerida
para apoiar o tratamento farmacolégico °. Um exemplo sdo os pacientes com
imunodeficiéncias como aqueles co-infetados com HIV, que apresentam pior
resposta terapéutica, maior incidéncia de recidivas, e apresentagdes clinicas
mais graves e atipicas. Esses eventos podem ser explicados pela
desregulagdao imune causada pelo HIV, promovendo uma resposta de tipo
Th2, que resulta ineficaz ?'. Variagbes menores na resposta imune do
hospedeiro podem influir na eficacia do farmaco, assim como também
diferencas entre individuos podem causar variagdes farmacocinéticas dos
tratamentos disponiveis. Fatores relacionados com o parasito também tém
sido descritos, tais como a viruléncia da espécie de Leishmania envolvida e a

infecdo do parasita por virus RNA 25
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As lesbes na leishmaniose cutanea localizada podem apresentar uma
reepitelizacdo mesmo sem tratamento farmacolégico especifico em até 70%
dos pacientes. Nesses casos, apesar de apresentar cura clinica, o DNA
parasitario pode persistir e no futuro pode ser causa de uma recidiva da
doenca ou do aparecimento de lesbes mucosas ''. Os critérios de cura sdo
clinicos e esta indicado o acompanhamento regular para verificar a resposta
terapéutica e detectar uma possivel recidiva. Na leishmaniose cutadnea a cura
€ definida como a reepitelizacdo completa de todas as lesbes e o
desaparecimento de crosta, descamacao, infiltracdo e eritema. Segundo o
Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar do Ministério da Saude,
espera-se que a reepitelizacdo aconteca em até 90 dias e que o
desaparecimento da crosta, descamacao, infiltracdo e eritema aconteca em
até 180 dias 3. Embora esses sejam os critérios oficiais, alguns centros de
saude aplicam eles de forma mais rigorosa ou mais flexivel segundo a

experiéncia clinica deles.

1.5 Biomarcadores

O problema com o uso de critérios clinicos para definir cura é que pode
acontecer uma recidiva da doenca depois de esse periodo, que é dificil de
prever. Existe uma necessidade de identificar marcadores biolégicos com alta
especificidade, sensibilidade e que possam ser medidos de formas pouco
invasivas para avaliar a resposta ao tratamento ao longo prazo de uma forma
objetiva. Varios marcadores tém sido avaliados com esse proposito,

apresentando diferentes vantagens e limitagdes 6.

Um marcador promissor e a adenosina deaminase (ADA), que é uma enzima
envolvida no catabolismo das purinas e associada a proliferacdo e
diferenciagao dos linfécitos. A atividade elevada da enzima é considerada um

marcador de imunidade celular 27, observada principalmente em infecgdes que
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envolvem aos macrofagos 8. A enzima catalisa a converséo de adenosina em
inosina, liberando aménia no processo (Figura 1). Tem uma ampla distribuicéo
nos tecidos dos vertebrados, com maior atividade nos tecidos linfoides. Nos
mamiferos, duas formas moleculares da enzima sao conhecidas 2°. ADA 1 é
ubiqua, apresentando uma distribuicdo generalizada no organismo e ADA 2
encontra-se principalmente nos monécitos e macréfagos. Nos fluidos
corporais, as duas isoformas sao encontradas misturadas, e a identificagédo
de cada uma das isoformas é considerado um procedimento complicado e
pouco pratico 3°. A quantificacdo de ADA total € um procedimento
relativamente facil de realizar, o que € uma caracteristica importante para que

o marcador seja de utilidade nas areas onde a leishmaniose é endémica 2.

Na literatura é descrito um papel importante da enzima no diagnéstico de
tuberculose. Acredita-se que a atividade enzimatica nesses casos esta
relacionada com o numero de linfécitos T ativados em resposta aos antigenos
tuberculosos. Tem sido descrito o uso dos niveis de ADA séricos no
diagndstico de tuberculose pulmonar e em amostras ndo sanguineas tais
como liquido pleural, liquido ascitico e liquido cefalorraquidiano para casos de
tuberculose ndo pulmonar 3. Atualmente a dosagem de ADA em liquido
pleural faz parte da rotina diagnéstica em casos suspeitos de derrame pleural
tuberculoso em varios paises onde a tuberculose é endémica, com alguns
estudos relatando uma sensibilidade maior de 95% e apresentando a
vantagem de ser um teste barato e rapido de realizar 2. Embora tenha sido
demonstrada a utilidade da enzima no diagnostico da tuberculose, ainda
existem problemas associados ao uso dela. Nao tem sido determinado um
ponto de corte universal devido a grande variagao dos resultados entre
regides, sendo necessaria a regionalizagdo do ponto de corte. Outra
dificuldade esta relacionada com o método utilizado para quantificar a enzima,

que também nao esta padronizado .
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Um estudo realizado na india reportou niveis de ADA significativamente
maiores em pacientes com leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pos-
calazar em comparagdo com um grupo controle de participantes saudaveis, e
os niveis diminuiram ao longo do tratamento 3*. Resultados semelhantes
foram reportados em um estudo na Turquia, onde pacientes com leishmaniose
cutanea apresentaram maiores niveis de ADA no soro e nos linfécitos que o

grupo controle.
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Fonte: Murkin A, Moynihan M. Transition-State-Guided Drug Design for Treatment of
Parasitic Neglected Tropical Diseases. Curr Med Chem. 2014 Apr 5;21(15):1781-93.

Figura 1. Conversdo de adenosina em inosina pela enzima adenosina

deaminase

Outro biomarcador que tem sido avaliado como preditor da resposta
terapéutica em pacientes com leishmaniose cutanea causada por Leishmania
braziliensis € a enzima superdxido dismutase 1 (SOD1). Esta enzima é
produzida pelo parasita como mecanismo de defesa contra espécies reativas
de oxigénio. Os niveis de SOD1 foram significativamente maiores em
pacientes com a doenga em comparagao com O grupo controle de pessoas
saudaveis, e também esteve associado com maior probabilidade de falha

terapéutica em pacientes tratados com antimoniais pentavalentes .
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Niveis elevados da enzima arginase foram associados a presenca de
leishmaniose cutédnea, e nos casos de infegdo por Leishmania major e
Leishmania tropica a associagao foi inversamente proporcional ao tempo de
evolucdo das lesdes. Também tem sido estudada a producio de anticorpos
contra antigenos encontrados na saliva dos insetos flebotomineos como um
marcador de exposic¢ao vetorial. A quantificacdo de citocinas também tem sido
utilizada como marcador em algumas situagdes. IL-10 tem sido sugerida como
marcador de falha terapéutica em casos de leishmaniose cutanea, e o nivel
de TNF-a nas biopsias de ulceras tem sido correlacionado com o tamanho das

lesdes 8.

Capitulo 2: Justificativa

Atualmente nao existem marcadores bioldgicos para avaliar a resposta ao
tratamento descritos para leishmaniose cutanea. Os critérios de cura séo
clinicos, sendo avaliada a reepitelizagcado das lesbes cutaneas, presenca de
crosta, infiltracdo, descamagdo e edema apdés um periodo de
acompanhamento pds-tratamento. Uma limitacdo desses critérios € que o
paciente pode apresentar os critérios de cura e apresentar uma recidiva da
doenca meses ou anos depois. Em contaste, para o acompanhamento de
outras doencas se tem disponiveis testes de sorologia, carga viral e outros

para a avaliagao objetiva do desfecho do tratamento.

Existe uma necessidade de identificar marcadores biolégicos que sejam
pouco invasivos e que possam ser avaliados a um baixo custo para ajudar na
avaliagao da resposta terapéutica. Varios marcadores bioldgicos ja tém sido
estudados com esse propdsito, com resultados mistos.
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A enzima adenosina deaminase € um exemplo promissor ja estudado em

pacientes com leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pos-calazar na

india, e também em pacientes com leishmaniose cutanea na Turquia. Os

resultados desses estudos sugerem que 0s niveis enzimaticos podem ser

utilizados como marcador diagnostico e progndstico em essas formas da

doenca.

O estudo pretendeu avaliar a atividade enzimatica de adenosina deaminase

em um grupo de pacientes diagnosticados com leishmaniose cutanea em uma

area endémica onde a maioria dos casos sao causados por Leishmania

(Viannia) braziliensis.

As hipéteses da pesquisa foram:

H1: Os pacientes com leishmaniose cutanea apresentam maior

atividade de adenosina deaminase que os individuos sem a doencga

H2: Os niveis enzimaticos de adenosina deaminase nos pacientes
com leishmaniose diminuem ao longo do periodo de tratamento e

acompanhamento

H3: Pacientes com leishmaniose cutdanea que apresentem
persisténcia de atividade enzimatica elevada de adenosina deaminase
no final do periodo de acompanhamento tem uma maior chance de
apresentar falha terapéutica que os pacientes com menor atividade

enzimatica.
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Capitulo 3: Objetivos

Objetivo Geral:

e Avaliar a atividade da enzima adenosina deaminase em pacientes

diagnosticados com leishmaniose cutédnea

Objetivos Especificos:

e Descrever as caracteristicas dos participantes do grupo de estudo e do

grupo controle incluidos.

e Comparar a atividade da enzima adenosina deaminase dos
participantes do grupo de estudo com os participantes do grupo

controle.

e Avaliar os niveis enzimaticos de adenosina deaminase do grupo de

estudo ao longo do periodo de acompanhamento.

e Avaliar os niveis enzimaticos de adenosina deaminase como teste
diagndstico de leishmaniose cutanea e como teste diagndstico de falha

terapéutica no grupo estudado.
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Capitulo 4: Métodos

4.1Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de coorte clinica que incluiu avaliagdes transversais
no periodo de acompanhamento. Um grupo de pacientes diagnosticados com
leishmaniose cutanea foi avaliado mensalmente e acompanhado por um
periodo de 90 dias. Um grupo controle de individuos sem leishmaniose foi

avaliado uma unica vez.

4.2 Populacao de estudo

Pessoas adultas com diagnéstico de leishmaniose tegumentar americana,
forma cutanea, atendidas no ambulatério de leishmaniose do Hospital
Universitario Julio Muller em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, entre margo e junho
2023.

4.3 Amostra do estudo

Foi utilizada uma técnica de amostragem nao probabilistica, por conveniéncia,
para a selecdo de participantes para ambos os grupos. Inicialmente foi
calculado um tamanho amostral de 30 participantes para o grupo de estudo
considerando um nivel de confiangca de 95% e poder de 80%. Devido a
dificuldades para incluir pacientes em cumprimento com os critérios de
inclusdo no local de estudo, foram incluidos 15 participantes no grupo de

estudo a partir da populagao atendida no Hospital Universitario Julio Muller e
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10 participantes no grupo controle a partir da populagdo de acompanhantes
dos pacientes no momento das consultas e da populacéo de funcionarios do

Hospital Universitario Julio Muller.

4 .4 Critérios de inclusdo e exclusao

Os critérios de inclusdo para o grupo de estudo foram: ser maior de 18 anos,
ser diagnosticado com leishmaniose cutdnea confirmado pela presenga de
critérios clinicos e pelo menos um critério laboratorial, e receber tratamento
com algum dos medicamentos disponiveis. Foram excluidos pacientes com
histérico de adoecimento por leishmaniose, mulheres gravidas, pacientes com
HIV, pacientes recebendo tratamento imunossupressor, e pacientes que nao

aceitaram participar no estudo.

Os critérios de inclusdo para o grupo controle foram: ser maior de 18 anos.
Foram excluidos aqueles com antecedentes de infecgéo por qualquer espécie
de leishmania, mulheres gravidas, pessoas recebendo tratamento

imunossupressor, e pessoas que nao aceitaram participar no estudo.

4.5 Local de estudo

O estudo foi realizado no ambulatério de leishmaniose do Hospital
Universitario Julio Miller em Cuiaba, Mato Grosso, que atua como referéncia
estadual para o diagnostico e tratamento das leishmanioses, recebendo
pessoas de outros estados da regido Centro Oeste e inclusive da regido
Norte. Os pacientes com leishmaniose sao atendidos duas vezes por semana,

sendo atendidos uns 30 pacientes semanalmente. No hospital foram
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notificados 4 casos novos de leishmaniose visceral e 107 casos novos de
leishmaniose tegumentar americana em 2022, sendo 81 da forma cutanea e
26 da forma mucosa. O hospital tem a infraestrutura necessaria e pessoal
qualificado para a realizagao de pesquisas clinicas, incluindo ensaios clinicos

avaliando a eficacia de novos tratamentos para a leishmaniose.

4.6 Delineamento do estudo e procedimentos realizados

Os participantes foram incluidos apds o aceite e a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foi realizada a entrevista e o exame
clinico para preenchimento da ficha de coleta de dados. A avaliagéo clinica e
conduta terapéutica foi realizada de acordo com os protocolos assistenciais
do servigo ou projetos de pesquisa em andamento. A inclusao foi realizada no
DO e o acompanhamento foi realizado no D30, D60 e D90 (com um periodo
de janela de 15 dias) para avaliagdo da evolugédo clinica e resposta ao
tratamento. Em cada dia de avaliacido foi também coletada uma amostra de
sangue venoso para posterior avaliagao da atividade da enzima adenosina
deaminase. A populagéo controle foi avaliada apenas uma vez no DO, sendo
realizada uma entrevista para preenchimento da ficha de coleta de dados e

sendo coletada uma amostra de sangue venoso.

4.6.1 Avaliacao Clinica

Foi realizada uma entrevista para coletar dados pessoais, demograficos e
clinicos. Apds a afericao dos sinais vitais, peso, e estatura, foi realizado o

exame fisico da(s) lesdo(des) registrado na ficha clinica.
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Para a avaliagédo da(s) lesdo(des), foram aferidos os didmetros transversais e
longitudinais. A afericdo do tamanho foi realizada tendo como referéncia as
bordas internas, utilizando um unico paquimetro de plastico padronizado
graduado em milimetros. No caso de pacientes com multiplas ulceras, a area
de todas as ulceras foi somada. Foi determinada a area da ulcera utilizando a

seguinte férmula:

Area : | Diametro transversal Diadmetro longitudinal T

) 2

4.6.2 Procedimentos Laboratoriais

Todo paciente com suspeita clinica de leishmaniose cutidnea foi submetido a
rotina diagndstica do Hospital Universitario Julio Muller. A rotina envolve a
coleta de material biolégico para realizagdo de cultura, estudo
anatomopatoldgico, pesquisa parasitolégica direta e estudo molecular de

reagao em cadeia da polimerase.

Primeiramente, apds a orientagdo do paciente e a realizagdo de assepsia e
anestesia local, foi coletado material com uma escova para PCR realizando

um contorno de 360° na borda interna da lesao.

Depois foi realizado um aspirado com uma agulha 25x0,8mm. A agulha foi
inserida no tecido sem aspirar, apenas circundando a borda da lesao,
realizando a aspiracao na retirada da agulha. A linfa coletada foi colocada em

uma lamina com cuidado de evitar contaminagao e espalhada na lamina com
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a ponta da agulha. A linfa foi também colocada em um tubo de sangue de

mamifero colocando apenas a ponta da agulha dentro do tubo.

Para a realizacédo do raspado foi utilizada a ponta ndo cortante de um bisturi,
raspando a borda interna da lesao trés vezes consecutivas e desenhando um

circulo em uma lamina ap6s cada raspagem.

Para a biopsia, foi utilizada uma caneta de “punch” de 4mm ou 6mm para a
retirada do fragmento. A caneta de “punch” foi colocada em angulo de 90° com
a pele e girada até aprofundar 2/3 da altura da lamina da cortante. Apos a
obtencgao do fragmento, este foi retirado com cuidado com pinga e cortado em
4 pedacos. Um fragmento foi colocado em um tubo com sangue de mamifero
para realizagdo de cultura parasitolégica. Outros dois fragmentos foram
colocados em tubos eppendorf para realizagdo de PCR, um tubo com formol
e o outro seco. O quarto fragmento foi utilizado para a realizagdo do “imprint”,
que consiste em “imprimir’ ou “adesivar” o fragmento em uma lamina para a
obtencao de linfa deste. Ao finalizar, esse mesmo fragmento foi colocado em

um frasco para realizagdo do estudo anatomopatolégico.

Resumindo, a pesquisa parasitolégica direta foi realizada utilizando material
coletado por meio do aspirado, raspado e biopsia. Para o estudo
anatomopatolégico foi utilizado um dos fragmentos coletados na biopsia. Para
o estudo molecular de PCR foi utilizado o material coletado com a escova e
dois dos fragmentos biopsiados, um deles armazenado no tubo seco e o outro
no tubo com formol. A cultura foi realizada utilizando material coletado no

aspirado e um dos fragmentos biopsiados.
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4.5.2.1 Cultura

As culturas foram realizadas utilizando o agar Novy-McNeil-Nicolle (NNN)
modificado seguindo a rotina padronizada do Hospital Universitario Julio
Muller. Os tubos foram observados a cada 72-96 horas, utilizando microscopio
invertido, por um periodo de quatro semanas. As culturas foram descartadas

depois deste tempo quando o resultado for negativo.

4.5.2.2  Pesquisa  Parasitolégica  Direta e  Estudo

Anatomopatologico

A pesquisa parasitologica direta e o estudo anatomopatolégico foram
realizados seguindo as técnicas e coloragbes padronizadas do Hospital
Universitario Julio Muller. A pesquisa direta foi considerada positiva quando
foram observadas amastigotas no material coletado. Os resultados do estudo
anatomopatolégico foram considerados positivos quando houver visualizagao
direta de amastigotas nos tecidos avaliados; sugestivos quando for descrita
uma resposta inflamatoéria compativel com infecgao por leishmania, tal como
uma reacgao granulomatosa; inespecificos quando for descrita uma reacéao
pouco compativel com leishmaniose; e negativas quando for descrito um

achado patoldgico completamente diferente.

4.5.2.3 Métodos moleculares

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Leishmaniose do
Hospital Universitario Julio Muller utilizando a técnica in house. Para a
extragdo e amplificacédo de material genético foram utilizados reagentes de
um kit comercial da marca Thermofisher. O procedimento esta baseado na
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amplificagdo de um fragmento de 120bp da regido conservada de mini circulos
de kDNA. As sequéncias dos primers utilizados sdo 5' (C/G)(C/G)(G/C)
CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3'and 5' GGG GAG GGG CGT
TCT GCGAA3.

Para o preparo do MIX e das amostras de Leishmania spp. foram utilizados:
o PowerUP SYBR Green Master Mix, primers, e agua livre de nuclease. As
amostras foram descongeladas antes do procedimento e colocadas em
microtubos de 1,5 ml adequadamente identificados. Foram adicionados 300l
do reagente GITC e 5ul do reagente Proteinase K e colocados no termobloco

a 65 C° e deixadas overnight.

No seguinte dia foram preparados novos microtubos de 1,5 ml conforme a
quantidade de amostras a serem analisadas, em duplicata. Em esses tubos
foram adicionados 250ul do reagente Binding e 10ul do reagente Beads, e
200ul de amostra que foi deixada overnight e colocados no termobloco a 65C°
por 10 minutos com agitagao a 1050 rpm. Os microtubos foram colocados na
estante magnética por 3 minutos ou até as Beads estarem por completo na
parede do im3, e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 400ul da
solugdo Wash Buffer e os tubos colocados de novo na estante magnética por
3 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Depois foram adicionados 900yl
de etanol 80% preparado na hora e os tubos colocados de novo na estante
magnética por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados
600ul de etanol 80% e os tubos colocados na estante magnética por 3
minutos, descartando o sobrenadante novamente. Os tubos foram deixados a
secar com as tampas abertas. Depois foram adicionados 70ul da solugao
Elution e os tubos colocados no termobloco a 65 C° por 10 minutos e

colocados de novo na estante magnética por 3 minutos. Foram coletados 70l
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de DNA extraido de cada tubo e transferidos para outros microtubos

identificados.

A analise das amostras foi realizada com um termociclador em tempo real
QuantStudio 3 e o software QuantStudio Design and Analysis Desktop
Software v1.5.1 com controles positivos e negativos. A configuragdo da
amplificagao foi a seguinte: 1 ciclo de incubagéo a 42C° por 2 minutos, 1 ciclo
de ativagdo a 95C° por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacéo a
95C° por 15 segundos, hibridizagdo a 60C° por 20 segundos, e extensao a
68C° por 30 segundos. O processo € finalizado com 1 ciclo de melt curve a
95C° por 15 segundos, sendo repetido a 60C° por 1 minuto, e de novo a 60C°
por 15 segundos. A fluoréncia acima do ponto de corte indicara ou néo a

positividade das amostras.

4.5.2.4 Avaliagdo dos niveis de adenosina deaminase

Durante o procedimento de inclusdo e avaliagdo nos periodos DO, D30, D60
e D90 foram coletadas amostras de sangue por meio de pungéo venosa com
agulha vacuo. As amostras foram coletadas em tubos vacuo de 4 ml de tampa
vermelha com ativador de coagulo. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 3000 rpm para obter o soro, o qual foi congelado e armazenado no
repositorio do Hospital Universitario Julio Muller. O soro congelado a uma
temperatura de -20C° tem um periodo de estabilidade de até 6 meses. As
amostras foram transportadas por via area pela empresa Bio Transportes e
recebidas no Hospital Universitario de Brasilia, e foram analisadas no

laboratério da Clinica Dr. Antdnio Coelho em Brasilia.
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As amostras foram avaliadas pelos pesquisadores utilizando o Kit Adenosina
Deaminase da empresa BioTécnica e um analisador clinico Wiener Lab
CM200. O Kit contém os seguintes reagentes: R1 (Tampao tris-HCI 25 mmol/L
pH 8,0; peroxidase 100 U/L; 4-aminoantipirina 4 mmol/L; PNP 300 U/L; XOD
400 U/L), R2 (Tampéo tris-HCI 25mmol/L pH 4,0; adenosina 11,0 mmol/L;
TOOS 4,0 mmol/L; conservante), Calibrador (Tamp&ao Hepes 50 mmol/L;
adenosina deaminase 50 U/L. Rastreavel ao material de referéncia BCR-647),
Controle 1 (Tampao Hepes 50 mmol/L; adenosina deaminase = 30 U/L) e
Controle 2 (Tampao Hepes 50 mmol/L; adenosina deaminase = 130 U/L). Os

reagentes precisam ser armazenados a uma temperatura de entre 2C° e 8C°.

As amostras de soro e os reagentes foram aquecidos a 37C° por meio de
banho de agua termostatico. Foi coletada uma amostra de soro de 5 pl, foi
adicionada uma quantidade de 180 pl de R1 e incubada por 300 segundos.
Depois foi adicionada uma quantidade de 90 pl de R2 e incubada por 210
segundos. A solugao resultante foi analisada no espectrofotdmetro em 546 nm

por 90 segundos.

O principio do funcionamento do Kit € o seguinte: A adenosina deaminase
(ADA) promove a desaminagao enzimatica da adenosina em inosina, a qual é
convertida em hipoxantina pela purina nucleosideo fosforilase (PNP). A
xantina oxidase (XOD) catalisa a conversao da hipoxantina em acido urico e
peroxido de hidrogénio, o qual reage com TOOS e 4-aminoantipirina, sob agao
da peroxidase (POD), para gerar o corante quinoneimina. Este &
espectrofotometricamente determinado em 546 nm. A intensidade da cor é

proporcional a concentragao de adenosina deaminase na amostra.



39

ADA
Adenosinag + Hz0 — Inosina + NH;
PNEP
Inosina + Pi — Hipoxantina + Ribose-1-fosfato
XoD , .
Hipoxanting + 2 H:0 + 2 0 — Acido Urico + 2 HaO:

.

2 H:O; + 4-amincantipiring + TOOS — 4 H0 + Quinoneimina

Fonte: Bula do kit comercial fornecida pelo fabricante

Figura 2. Reagdes quimicas envolvidas na utilizagdo do Kit Adenosina

Deaminase da Biotecnica.

4.5.2.5 Avaliacdo de outros exames laboratoriais

Todos os outros exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario Julio Muller. A analise laboratorial
do hemograma foi realizada segundo a técnica laboratorial padronizada do
laboratério. As amostras foram coletadas em tubos com acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) para evitar a coagulagao das amostras e depois foram

analisadas por meio de um sistema automatizado.

Os exames bioquimicos de glicose, fungao renal, e fungao hepatica, também
foram realizados segundo a técnica laboratorial padronizada do laboratoério.
As amostras sanguineas foram coletadas em tubos sem anticoagulante e
centrifugadas para obter plasma ou soro e serdo analisadas por meio do
método correspondente. A glicemia foi avaliada por meio de um método
enzimatico colorimétrico baseado na formacao de NADPH cuja concentragao
foi medida por fotometria. A atividade de TGO e TGP foi avaliada por meio da
taxa de oxidagcao de NADH, determinada por meio da medigao da diminuigcao
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da absorbancia. Os niveis de bilirrubinas foram determinados por meio de um
meétodo colorimétrico. Os valores de creatinina foram determinados por meio
de um ensaio colorimétrico baseado no método de Jaffé. Os niveis de
proteinas séricas também foram determinados por meio de métodos

colorimétricos e fotometria.

Para a avaliagcéo de HIV, foi realizado o teste soroldgico para HIV-1 e HIV-2
que faz parte da rotina do Hospital Universitario Julio Muller. Para a realizagao
do eletrocardiograma foi utilizada a técnica padrdo, com o paciente em
decubito dorsal, os eletrodos correspondentes localizados nos pulsos,

tornozelos e no peito nas posicoes V1-V6.

4.7 Tipos de tratamento

A rotina de tratamento esteve de acordo com os protocolos do servigo, sendo

0s seguintes protocolos os incluidos no estudo:

e Glucantime:

o Sistémico: Antimoniato de meglumina (1,5g/5ml) 10-20
mg/kg/dia por via intravenosa lenta, dose unica diaria por 20
dias.

o Intralesional: Antimoniato de meglumina (1,5g/5ml) 1 ampola

intralesional por cada lesao, a cada 15 dias, total de 3 doses

e Miltefosina
o Miltefosina (50mg) 1 comprimido por via oral a cada 8 hrs por 28

dias
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e Pentamidina
o Isetionato de pentamidina (300mg) 4mg/kg/dia IV por 3-5 dias
com intervalos de 48hrs
e Anfotericina B
o Anfotericina B lipossomal liofilizada (50mg) 2-3mg/kg/dia até
atingir dose total de 20-40mg/kg

e Termoterapia + miltefosina
o Uma sessdo de termoterapia no local da ulcera seguida de
miltefosina (50mg) 1 comprimido por via oral a cada 8 hrs por 21

dias

4.8 Dados coletados

4.8.1 Clinicos e epidemiologicos

Sexo, idade, raga/cor, peso, altura, indice de massa corporea (IMC), estado
conjugal, profissédo, nivel educacional, renda mensal estimada (utilizando o
valor de salario-minimo de R$1.212,00 vigente até dezembro 2022), nimero
de lesdes cutaneas, tempo desde o aparecimento das lesdes cutaneas, area
da lesdo, presenga de comorbidades, tratamento utilizado, presenga de

reacoes adversas, desfecho do tratamento.

4 8.2 Laboratoriais

e Hematologia: hemoglobina, leucdcitos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos,

basdfilos, mondcitos, plaquetas
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e Bioquimica: Transaminase oxalacética, transaminase piruvica, Bilirrubina
total e fracdes, Glicose, Creatinina, niveis de adenosina deaminase

¢ Imunologia: teste de HIV

e Eletrocardiograma

e Cultura, PCR, pesquisa parasitoldgica direta, estudo anatomopatoldgico.

4.9 Critérios diagnosticos de leishmaniose

Para o estudo, foi definido como caso de leishmaniose cutanea todo paciente

que apresentasse os critérios clinicos e pelo menos um critério laboratorial.

e Critérios clinicos: ulceras em areas expostas da pele, com forma
arredondada ou ovalada, base eritematosa, infiltrada, consisténcia

firme, bordas bem delimitadas e elevadas

o Critérios laboratoriais: cultura positiva, anatomopatoldgico sugestivo

ou positivo, pesquisa direta positiva, PCR positiva

4 .10 Desfechos do tratamento

e Cura: reepitelizacdo completa de todas as lesdes cutaneas,
desaparecimento de crosta, descamacao, infiltracdo, e edema apds 90

dias de acompanhamento

¢ Falha: reepitelizagao incompleta da area ulcerada, persisténcia de crosta,

descamacao, infiltragdo ou edema, piora da(s) lesao(des), surgimento de
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lesdo(6es) mucosa(s), surgimento de novas ulceras cutaneas, 6bito, em

até 90 dias de acompanhamento

Na rotina do ambulatério de leishmaniose do Hospital Universitario Julio
Muller, todo paciente considerado como falha terapéutica no D90 de

acompanhamento era considerado candidato para ser tratado novamente.

4 11 Analise Estatistica

Foram utilizadas medidas de dispersao e tendéncia central tais como a média,
mediana, desvio padrao e intervalo interquartil para descrever os dados do
grupo de estudo e o grupo controle. Para a comparagdo das variaveis
descritivas de ambos os grupos foi utilizado o Teste T de Student para as
variaveis quantitativas e o Teste Exato de Fischer para as variaveis

qualitativas.

Na comparacéo da atividade enzimatica entre o grupo controle e o grupo de
estudo no DO foi utilizado o Teste T de Student. Na avaliacdo dos niveis
enzimaticos do grupo de estudo ao longo do periodo de acompanhamento foi
utilizado o Teste T de Student, ANOVA de efeitos multiplos e ANOVA de

medidas repetidas.

Para avaliar a atividade enzimatica como teste diagnostico de leishmaniose
cutanea e como teste diagnostico de falha terapéutica foram elaboradas
curvas Receiver Operator Characteristic (ROC). Na elaboragdo das curvas
foram calculados os valores de especificidade e sensibilidade segundo os
diferentes pontos de corte da enzima. Baseado nos pontos de corte
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selecionados, foram realizadas comparacgdes da atividade enzimatica acima
ou debaixo do ponto selecionado com o desfecho de interesse por meio do

Teste Exato de Fischer.

Para as avaliacdes de correlacédo entre os niveis enzimaticos e a area total
ulcerada foram elaboradas graficas de dispersao e foi calculado o coeficiente

de correlagcao de Pearson.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software Microsoft Excel e o

Graph Pad Prism verséao 10.

4.12 Etica

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia para avaliagdo, com o CAAE
66238622.7.0000.5558 e foi aprovado com o numero de parecer 5.898.370.
O estudo esteve em cumprimento dos aspectos éticos estabelecidos na
Declaragdo de Helsinque e diretrizes internacionais e brasileiras para as
pesquisas biomédicas envolvendo seres humanos visando salvaguardar os

direitos, seguranca e bem-estar dos participantes.

Um dos participantes incluidos no grupo controle relatou ter diagnostico de
esquizofrenia. A exclusao do participante foi considerada por motivos éticos.
O participante finalmente foi incluido no estudo ja que relatou estar recebendo
tratamento farmacoldgico e foi considerado competente para compreender e
assinar o TCLE, entendendo os possiveis riscos associados a sua

participacao.
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Capitulo 5: Resultados

5.1 Resultados descritivos do grupo de estudo e grupo controle

Foram incluidos 15 participantes no grupo de estudo e 10 no grupo controle.
No grupo de estudo houve 10 participantes de raga/cor parda e 1 de raga/cor
preta. No grupo controle houve 5 participantes de raga/cor parda e 3 de
raga/cor preta. Em ambos os grupos nenhum participante se identificou com
a raca/cor indigena ou amarela. Similarmente, nenhum participante de ambos

0s grupos relatou ter estado conjugal de separado.

A respeito das profissdes dos participantes do grupo de estudo; 4 (26,67%)
foram trabalhadores(as) rurais, 3 (20%) aposentados(as), 2 (13,33%) donas
de casa, e as profissdes de contador(a), pintor(a), eletricista, professor(a),
técnico(a) em instalagdes industriais, servicos gerais foram cada uma
representada por 1 (6,67%) participante. No grupo controle houve 5 (50%)
estudantes, e as profissdes de dona da casa, aposentado(a), administrador(a)
de oficina, secretario(a) e farmacéutico(a) foram cada uma representada por

1 (10%) participante.

Em relagéo as comorbidades dos participantes do grupo de estudo; 9 (60%)
relataram ter hipertensdo arterial sistémica, 3 (20%) diabetes mellitus,
1(6,67%) asma bronquial e 1 (6,67%) insuficiéncia renal crénica. No grupo
controle um participante (10%) relatou ter talassemia e outro (10%)

esquizofrenia.
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Todos os participantes do grupo de estudo e da populagao controle relataram
ser residentes do estado de Mato Grosso. No grupo de estudo 4 (26,6%)
participantes eram residentes do municipio de Chapada dos Guimaraes, 3
(20%) de Cuiaba, 2 (13,3%) de Varzea Grande, 1 (6,7%) de Santo Anténio, 1
(6,7%) de Nova Mutum, 1 (6,7%) de Nova Xavantina, 1 (6,7%) de Barra do
Bugres, 1 (6,7%) de Diamantino e 1 (6,7%) de Rosario Oeste. Na populagéo
controle 5 (50%) participantes eram residentes de Cuiaba, 2 (20%) de
Caceres, 1 (10%) de Nova Mutum, 1 (10%) de Rondondpolis e 1 (10%) de

Varzea Grande.

Na analise estatistica foi encontrada uma diferenca estatistica significativa
entre o grupo de estudo e o grupo controle nas variaveis de estado conjugal
(p=0,04) e escolaridade (p=0,007). Na analise estatistica por meio do Teste T
de Student foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos na variavel de
idade (p=0,006) (Tabela 1).



Tabela 1. Variaveis clinicas e epidemiolégicas do grupo de estudo e grupo controle

Grupo de estudo Grupo controle Valor de p
n % X +DP* ni % X +DP

M 11| 73,33 - 5| 50 -

4

Sexo F 4 | 2667 - 5| 50 i 0.

Branca 4 | 26,67 - 21 20 -

Raca/Cor ' >0,99
¢ Pretos e pardos 11|73,33 - 8| 80 -
Solteiro(a) 3] 20 - 71 70 -
: Casado(a) 10| 66,67 - 3| 30 -

Estado co al : , 0,04
stado conjug Divorciado(a) 1| 6,67 - 0] O -
Viavo(a) 1| 6,67 - 0ol O -
Até fundamental 8 | 53,33 - 0ol O -

E laridad - - ' 0,007
scolaridade Médio ou superior 7 | 46,67 - 10| 100 -
. <2 salario-minimo 8 | 53,33 - 3] 30 -

FACE IR Ut e >2 salarios-minimos 7 | 46,67 - 7| 70 - 0,41
. Rural 7 | 46,67 - 4| 40 -

>

Domicilio Urbano 8 53,33 - 6| 60 i 0.99

Comorbidades S|~m 9 60 - 2| 20 - 0,09
Nao 6 40 - 8| 80 -

Idade (anos) - - - 54,07 +15,38 - - 36,9 +12,89 0,006

Peso (kg) - - - 94 +15,59 - - 73,25 +18,9 0,165

Altura (cms) - - - 176 +9,32 - - 170,7 +10,53 0,363

IMC - - - 30,3 +5,96 - - 25,14 +6,74 0,074

Fonte: Ficha de coleta de dados

* Média + desvio padrao
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Os 15 participantes incluidos no grupo de estudo apresentaram critérios
clinicos de leishmaniose cutdnea e pelo menos um critério laboratorial
positivo. Os resultados dos diferentes procedimentos diagnosticos séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados dos exames diagnédsticos do grupo de estudo

Resultado n %
Cultura Positiva 7| 46,67
Negativa 8| 53,33
Positiva 14| 93,33
PCR Negativa 1 6,67
Positivo 2| 13,33
Sugestivo 7| 46,67
Anatomopatolégico |Inespecifico 4| 26,67
Negativo 0 0,00
Nao reportado 2| 13,33
Pesquisa Positiva 7| 46,67
parasitolégica direta |Negativa 8| 53,33

Fonte: Ficha de coleta de dados

A média de tempo de evolugdo das lesdes cutaneas nos participantes do
grupo de estudo foi de 13,9 (+6,66) semanas. A mediana da area ulcerada dos
participantes foi de 4,08 (4,43) cms?. Na avaliagdo do DO do estudo, 10
(66,6%) participantes apresentaram uma unica lesdo cuténea, 1 (6,6%)
participante apresentou duas, 1 (6,6%) apresentou trés, 1 (6,6%) apresentou

quatro, e 2 (13,3%) apresentaram um total de cinco lesoes.

Em relagdo ao tratamento, 5 (33,33%) participantes foram tratados com
Antimoniato de Meglumina intralesional, 5 (33,33%) com Miltefosina, 3 (20%)
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com lIsetionato de Pentamidina, 1 (6,67%) com Antimoniato de Meglumina
sistémico, e 1 (6,67%) participante foi incluso em um protocolo experimental
que consistia em uma sessao de termoterapia seguida de um regime de 21

dias de miltefosina.

Dos 15 pacientes incluidos no grupo de estudo, 5 (33,3%) relataram ter
apresentado algum efeito adverso durante o tratamento. Dois pacientes
tratados com miltefosina e um tratado com antimoniato de meglumina
sistémico relataram nauseas e vomitos, um paciente tratado com antimoniato
de meglumina intralesional apresentou dor no local da infiltragdo, e outro
paciente tratado com miltefosina relatou ter apresentado mal-estar geral. Em
todos estes casos os sintomas relatados foram leves e nao foi considerado

necessario interromper ou modificar o tratamento.

Dos 15 participantes, 11 foram acompanhados até o D90. Desses 11, 4
(36,4%) cumpriram os critérios de cura clinica, e 7 (63,6%) foram
considerados falha terapéutica. Trés pacientes com falha terapéutica foram
tratados com miltefosina, dois com antimoniato de meglumina intralesional e

dois com pentamidina.

5.2 Analise de variaveis epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais com o

desfecho de tratamento

Nao houve diferenca estatisticamente significativa ao avaliar as variaveis
clinicas e epidemiolégicas dos participantes do grupo de estudo com o

desfecho do tratamento (Tabela 3).
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Fonte: Ficha de coleta de dados

+: média e desvio padrao, (): mediana e intervalo interquartil

Tabela 3. Variaveis clinicas e epidemiolégicas do grupo de estudo
comparadas com o desfecho do tratamento
Desfecho do tratamento
Cura Falha p
Sexo
M 2 6 0,49
F 2 1
Média de Idade em anos 47,25 +20,5 56,28 +15,55 | 0,48
Domicilio
Urbano 3 2 0,24
Rural 1 5
Tempo de evolugao em
semanas 15 +£5,03 11,42 +5,16 0,3
Area total ulcerada no D0
em cms? 2,97 (5,37) 5,81 (2,46) 0,92
Numero de lesées
1 4 3
2 0 1 0,53
4 0 1
5 0 2
Raga/Cor
Branca 1 2 >0,99
Preta e parda 3 5
Renda mensal
<2 salarios 3 3 0,54
>2 salarios 1 4
Escolaridade
Até fundamental 1 3 >0,99
Médio ou superior 3 4
Tratamento
Glucantime Intralesional 0 2
Miltefosina 2 3 0,81
Pentamidina 1 2
Miltefosina+termoterapia 1 0
Comorbidades >0,99
Sim 2 4
Nao 2 3
Niveis de ADA no D90 7,6 (3,36) 10,62 (4,59) 0,26
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Foram avaliadas as variaveis laboratoriais dos participantes do grupo de

estudo no DO e comparadas com o desfecho do tratamento (Tabela 4). Em

nenhuma das avaliagbes foi encontrada uma significancia estatistica.

Adicionalmente, todos os participantes incluidos no grupo de estudo

apresentaram uma avaliagao eletrocardiografica sem abnormalidades no DO.

Tabela 4. Variaveis laboratoriais do grupo de estudo no DO comparadas com

o desfecho do tratamento

Desfecho do tratamento

Cura Falha Valor p
Hemoglobina (g/dl) 14,47 +1,29 13,8 +1,87 0,46
Leucocitos (cel/mm3) 7.465 (1.365) 7.220 (1.165) 0,34
Neutrofilos (cel/mm3) 4.974 +829,3 4.333,8 467,67 0,22
Linfocitos (cel/mm3) 2.241 +425,96 2.294,4 +655,66 | 0,86
Eosindfilos (cel/mm3) 222 215,12 256,8 +141 0,78
Basofilos (cel/mm3) 25,5 51 15,6 £33,29 0,74
Monacitos (cel/mm3) 583 £284,7 468,8 +79,56 0,49
Plaquetas (cel/mm3) 287.750 £59.349 | 216.545 +46.858 0,1
TGO (U/L) 18,25 15,31 27,81 +16,96 0,12

TGP (U/L) 24 (17,5) 30 (31,5) 0,054
Bilirrubina Direta (mg/dl) 0,13 +0,05 0,19 +0,07 0,22
B'“””(?T']';?d'l’;d”eta 0,2 +0,1 0,29 +0,11 0,25
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,33 0,15 0,48 +0,15 0,23
Albumina (g/dl) 4,75 +0,35 4,36 +0,37 0,3
Creatinina (mg/dl) 1,1+0,21 1,17 £0,36 0,65

Fonte: Ficha de coleta de dados

+:média e desvio padrao

(): mediana e intervalo interquartil
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5.3 Niveis enzimaticos do grupo controle e grupo de estudo

O valor mediano de adenosina deaminase no grupo controle foi 6,29 (4,45)
U/L. Os valores medianos no grupo de estudo foram: 12,34 (9,06) U/L no DO,
12,26 (5,38) U/L no D30, 11,48 (5,45) U/L no D60 e 8,62 (4,13) U/L no D90
(Figura 3).

Na avaliagdo estatistica dos niveis enzimaticos do grupo controle com os
niveis do grupo de estudo no DO foi encontrada significancia estatistica

(p=0,001) utilizando o Teste T de Student considerando um valor a=0,05.

Nao foi encontrada significancia estatistica ao avaliar os niveis enzimaticos do
grupo de estudo no DO com os niveis enzimaticos no D30 (p=0,228), D60
(p=0,082), e D90 (p=0,062) utilizando o teste T de Student com os mesmos
parametros estatisticos mencionados, embora na Figura 3 tenha sido
observada uma tendéncia a diminuir ao longo do periodo de

acompanhamento.

Foi realizado um teste ANOVA de medidas repetidas para avaliar os niveis
enzimaticos do grupo de estudo no DO, D30, D60 e D90 incluindo apenas os
dados dos 11 participantes que completaram o acompanhamento de 90 dias.
Foi calculado um valor p=0,004 € um valor F=7,224. Também foi realizado um
teste ANOVA de efeitos mistos para avaliar os niveis enzimaticos do grupo de
estudo no DO, D30, D60 e D90 incluindo todos os dados dos 15 participantes.
Foi calculado um valor p=0,0255 e um valor F=4,56. Ambos os casos indicam
uma diferenga estatisticamente significativa entre os niveis enzimaticos no

grupo de estudo ao longo do periodo de acompanhamento.
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Fonte: Ficha de coleta de dados

Figura 3. Niveis da enzima adenosina deaminase do grupo controle e do
grupo de estudo no DO, D30, D60 e D90.

Apesar de nao ter atingido os critérios de cura definidos no estudo, dos 7
pacientes considerados como falha terapéutica, 6 apresentaram uma melhora
clinica definida como uma diminuicédo na area total ulcerada durante o periodo
de acompanhamento, e apenas 1 paciente apresentou uma piora clinica,
definida como um aumento na area total ulcerada durante o periodo de
acompanhamento. Os valores medianos da enzima desses 6 pacientes que
apresentaram melhora clinica foram de 17,27 (9,84) U/L no DO, 12,49 (6,69)
U/L no D30, 11,73 (2,23) U/L no D60 e 10,79 (5,13) U/L no D90. O valor da
enzima do paciente que apresentou piora clinica foi de 9,82 U/L no DO, 7,2
U/L no D30, 11,94 U/L no D60 e 7,19 U/L no D90 (Figura 4).
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Foi realizado um teste ANOVA de medidas repetidas para avaliar os niveis
enzimaticos dos participantes que apresentaram uma melhora clinica nos dias
0, 30, 60 e 90. Foi calculado um valor p=0,07 e F=4,65.

30

Niveis enzimaticos de adenosina deaminase (U/L)
)
—
I -
I
I
I
|

Fonte: Ficha de coleta de dados

Figura 4. Niveis enzimaticos no DO, D30, D60, D90 dos participantes que
apresentaram falha terapéutica no final do periodo de acompanhamento,

separados segundo a presenga de melhora ou piora no tamanho das lesdes

5.4 Analise dos niveis de adenosina deaminase como teste diagndstico de

leishmaniose cutanea

Foi elaborada uma curva Receiver Operating Characteristic (ROC) para

avaliar os niveis enzimaticos de adenosina deaminase como teste diagndstico
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de leishmaniose cutanea no grupo estudado (Figura 5), sendo calculado um
valor sob a curva de 0,87. Para a realizagao da curva foram incluidos os niveis
enzimaticos do grupo controle e do grupo de estudo no DO. Na elaboracéo da
curva foram calculados os diferentes valores de sensibilidade e especificidade
da enzima como teste diagnodstico segundo os diferentes pontos de corte da
enzima (Tabela 5).

Considerando o valor de adenosina deaminase de 11,56 U/L (especificidade
100% e sensibilidade 66,67%) como ponto de corte, os dados foram
organizados em uma tabela de contingéncia e foi realizado um Teste Exato de
Fischer para comparar a atividade acima ou debaixo desse ponto com a
presengca ou auséncia de diagnéstico de leishmaniose cutanea, sendo
calculado um valor p=0,001. Foram calculados: um Valor Preditivo Positivo
(VPP) de 1.0, um Valor Preditivo Negativo (VPN) de 0,67 e uma Razao de
Chances (OR) de 40,09.
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Fonte: Ficha de coleta de dados

Figura 5. Curva ROC avaliando os niveis de ADA como teste diagnéstico de

leishmaniose cutanea no grupo de estudo
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Tabela 5. Valores de sensibilidade e especificidade de adenosina deaminase

como teste diagndstico de leishmaniose cutédnea no grupo de estudo segundo

os diferentes pontos de corte da enzima com um IC de 95%

Nivel de ADA
(U/L) Sensibilidade (%) | Especificidade (%)

> 2.360 100 (79,61-100) 10 (0,51-40,42)

> 3.445 100 (79,61-100) 20 (3,55-50,98)

> 4.460 100 (79,61-100) 30 (10,78-60,32)
>5.270 93,33 (70,18-99,66) | 30 (10,78-60,32)
> 5.765 93,33 (70,18-99,66) | 40 (16,82-68,73)
>6.080 93,33 (70,18-99,66) | 50 (23,66-76,34)
> 6.465 86,67 (62,12-97,63)| 50 (23,66-76,34)
>7.275 86,67 (62,12-97,63) | 60 (31,27-83,18)
> 7.940 86,67 (62,12-97,63)| 70 (39,68-89,22)
> 8.150 80 (54,81-92,95) 70 (39,68-89,22)
> 8.745 73,33 (48,05-89,10) | 70 (39,68-89,22)
> 9.505 73,33 (48,05-89,10) | 80 (49,02-96,45)
>10.32 66,67 (41,71-84,82) | 80 (49,02-96,45)
>11.10 66,67 (41,71-84,82) | 90 (49,02-96,45)
> 11.56 66,67 (41,71-84,82) | 100 (72,25-100,0)
> 11.91 60 (35,75-80,18) 100 (72,25-100,0)
>12.21 53,33 (30,12-75,19) | 100 (72,25-100,0)
>12.47 46,67 (24,81-69,88)| 100 (72,25-100,0)
>13.69 40 (19,82-64,25) 100 (72,25-100,0)
>15.62 33,33 (15,18-58,29) | 100 (72,25-100,0)
>18.12 26,67 (10,90-51,95) | 100 (72,25-100,0)
>21.48 20 (7,04-45,19) 100 (72,25-100,0)
> 23.56 13,33 (2,36-37,88) | 100 (72,25-100,0)
> 24.67 6,667 (0,34-29,82) | 100 (72,25-100,0)

Fonte: Ficha de coleta de dados

5.5 Analise dos niveis de adenosina deaminase como teste diagndstico de

falha terapéutica

Foi elaborada uma curva ROC para avaliar os niveis enzimaticos de

adenosina deaminase como teste diagndstico de falha terapéutica no D90 do

acompanhamento dos participantes incluidos no grupo de estudo (Figura 6),
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sendo calculada uma area sob a curva de 0,71. Na elaboracéo da curva foram
incluidos os niveis enzimaticos dos 11 participantes que foram acompanhados
até o D90 separados segundo o desfecho de tratamento em cura ou falha
terapéutica. Foram calculados os diferentes valores de sensibilidade e
especificidade da enzima como teste diagnostico de falha terapéutica

segundo os diferentes pontos de corte da enzima (Tabela 6).

Considerando um valor de adenosina deaminase de 14,13 U/L (especificidade
100% e sensibilidade 28,57%) como ponto de corte, foi realizado um teste
exato de Fischer para comparar a atividade acima ou debaixo desse ponto
com o desfecho de cura ou falha terapéutica, sendo calculado um valor
p=0,49. Foram calculados: um VPP de 1.0, um VPN de 0,44 e um OR de 4,009.

Sensibilidade%

0 - I I I I 1
0 20 40 60 80 100
100% - Especificidade%

Fonte: Ficha de coleta de dados

Figura 6. Curva ROC avaliando os niveis de ADA como teste diagndstico de

falha terapéutica no D90 do estudo
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Tabela 6. Valores de sensibilidade e especificidade de adenosina deaminase

como teste diagndstico de falha terapéutica no D90 segundo os diferentes

pontos de corte da enzima com um IC de 95%

Nivel de ADA Especificidade
(U/L) Sensibilidade (%) (%)

>6.125 100 (64,57-100) 25 (1,28-69,94)
> 6.885 100 (64,57-100) 50 (8,88-91,12)
>7.845 85,71 (48,69-99,27) | 50 (8,88-91,12)
> 8.520 71,43 (35,89-94,92) | 50 (8,88-91,12)
> 8.580 57,14 (25,05-84,18) | 50 (8,88-91,12)
>9.620 57,14 (25,05-84,18) | 75 (30,06-98,72)
>10.79 42,86 (15,82-74,95) | 75 (30,06-98,72)
> 11.98 28,57 (5,07-64,11) | 75 (30,06-98,72)
>14.13 28,57 (5,07-64,11) | 100 (51,01-100,0)
>15.65 14,29 (0,73-51,31) | 100 (51,01-100,0)

Fonte: Ficha de coleta de dados

5.6 Analise de correlagao entre os niveis enzimaticos e superficie ulcerada

Foi realizada uma analise de correlacido entre os niveis de adenosina

deaminase e a superficie total ulcerada dos pacientes do grupo de estudo nos

dias 0, 30, 60 e 90. Em nenhum dos casos foi encontrada uma correlagéo

entre os dados, sendo calculado um coeficiente de correlagao de Pearson de
-0,17 no DO, -0,24 no D30, -0,15 no D60, e -0,14 no D90.



59

DO D30
30 20
S5 e S °
2 % 215 |
< 20 ° < ° °
s @
(=) ) (a] e.... ST
5 15 e o i o R
T T @@ e 2 T e ° °
s s ® ) 2
2 2
0 0
0 10 20 30 0 10 20 30
Superficie total ulcerada (cms?) Superficie total ulcerada (cms?)
D60 D90
20 20
S e < °
S 15 315 ®
°®
< \ et < e °
10 FOVRON O I 8 10 1R 8
< [ ] . b ) :
[} [ ) [ () |
T g5 T 5
2 n
b ]
2 0 2o
0 5 10 15 20 = 0 2 4 6 8
Superficie total ulcerada (cms?) Superficie total ulcerada (cms?)

Fonte: Ficha de coleta de dados

Figura 7. Gréficas de dispersao dos niveis enzimaticos de ADA e a
superficie total ulcerada dos pacientes do grupo de estudo nos dias 0, 30, 60
e 90.

Também foi realizada uma analise correlagdo entre os niveis enzimaticos de
adenosina deaminase e a superficie total ulcerada do grupo de estudo nos
dias 0, 30, 60 e 90 incluindo somente os participantes com uma unica lesao
cutanea. Novamente, em nenhum dos casos foi encontrada uma correlagao,
sendo calculado um coeficiente de correlagao de Pearson de -0,20 no DO, -
0,22 no D30, -0,23 no D60 e -0,12 no D90.
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Figura 8. Gréficas de disperséo dos niveis enzimaticos de ADA e a
superficie total ulcerada dos pacientes do grupo de estudo com uma unica

lesdao cutanea nos dias 0, 30, 60 e 90.

Capitulo 6: Discussao

6.1 Caracteristicas do grupo controle e do grupo de estudo

No estudo houve algumas diferengas sociodemograficas entre o grupo de
estudo e o grupo controle que vale a pena mencionar. Foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos nas variaveis de
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estado conjugal (p=0,04), escolaridade (p=0,007) e idade (p=0,006). Um
66,67% dos participantes do grupo de estudo relataram ser casados, porém
no grupo controle 70% se identificaram com o estado conjugal de solteiro. Em
relagdo a escolaridade, a maioria dos participantes do grupo de estudo
relataram ter um nivel fundamental ou menor, porém no grupo controle todos
os participantes relataram ter um nivel de escolaridade médio ou superior. Em
relagédo a idade, a média foi de 54,07 anos no grupo de estudo e de 36,9 anos

no grupo controle.

Na analise de outras variaveis nao foi encontrada uma diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos, porém vale a pena mencionar
algumas diferengas menores. A respeito do sexo dos participantes, no grupo
de estudo houve um predominio do sexo masculino (73,33%), enquanto no
grupo controle a razédo de sexos foi de 50%. Na variavel de profissdo, no grupo
de estudo foi observada maior diversidade entre as respostas, mas a metade
do grupo controle relatou ser estudante. Um 60% dos participantes do grupo
de estudo relataram ter pelo menos uma comorbidade, comparado com

apenas 20% dos participantes do grupo controle.

Estas diferengas entre os dois grupos podem ser explicadas pela forma em
que os participantes do grupo controle foram convidados a participar no
estudo. Os individuos convidados a fazer parte do grupo controle eram
familiares ou cuidadores de pacientes e estavam acompanhando-os no
momento da consulta no Hospital Universitario Julio Muller ou eram
empregados formais do hospital. Os acompanhantes ou cuidadores de
pacientes sao geralmente individuos mais jovens, o que explica que tenham
menos comorbidades, sejam na sua maioria solteiros e estejam ainda em
processo de formagado académica. Por motivos culturais também é comum
que o cuidador seja do sexo feminino 36, explicando a diferenca da razao de
sexos entre os grupos. No caso dos participantes que eram empregados do
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hospital, esse fato reforgca que sejam individuos jovens com maior nivel de
escolaridade. O fato de os participantes do grupo de estudo serem em média
mais velhos que os participantes do grupo controle pode explicar a maior

prevaléncia de comorbidades nesse grupo.

6.2 Comparagéao das caracteristicas dos pacientes do grupo de estudo com o

descrito na literatura

A grande maioria (73,33%) dos participantes do grupo de estudo foram do
sexo masculino, o que concorda com o encontrado na literatura > % 37 e
estatisticas recentes do Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS) para o Brasil e para o estado de Mato Grosso
especificamente 7. Cerca de 53,33% dos participantes relataram ter um salario
mensal menor ou igual a 2 salarios-minimos (aproximadamente <R$2.024).
Esse fato concorda com o encontrado na literatura, ja que a leishmaniose é
uma doenga que geralmente acomete populagées de baixa renda © '7. No
grupo de estudo, 53,33% dos participantes relataram ter um nivel educacional

fundamental ou menor, um dado que também concorda com a literatura °.

Diferente do esperado, nao foi observado um predominio de residéncia em
area rural, ja que 53,33% dos participantes do grupo de estudo residiam em
areas urbanas. Esse achado pode ser explicado pelo fato de o Hospital
Universitario Julio Muller ser centro de referéncia estadual para casos de
leishmaniose, recebendo pacientes de diversas areas geograficas. Apenas
26,67% dos participantes no grupo de estudo eram trabalhadores rurais, um
grupo historicamente considerado vulneravel para desenvolver a doencga .
Isso pode ser explicado pela existéncia de mais de um padrao epidemiologico

entre os participantes do grupo de estudo.
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6.3 Analise de outras variaveis epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais com o

desfecho do tratamento

Foi analisada uma possivel relagdo entre varias variaveis epidemiolégicas,
clinicas e laboratoriais com o desfecho do tratamento, porém nao foi
encontrada significancia estatistica em nenhuma das avaliagdées. No estudo
de Valencia et al, também nao foi encontrada significancia estatistica ao
comparar as variaveis de sexo, tempo de evolucdo da doenca e numero de
lesdes ao compara-las com o desfecho do tratamento. Porém, em aquele
estudo foi encontrada significancia estatistica ao avaliar as variaveis de idade
e area total ulcerada com o desfecho do tratamento '. As diferengas nos
resultados podem ser explicadas pela diferenga no tamanho das amostras e
diferencas relacionadas com as espécies de Leishmania prevalentes na area
de estudo e caracteristicas genéticas da populagédo estudada, considerando

que o estudo foi realizado no Peru.

6.4 Niveis de adenosina deaminase do grupo controle e do grupo de estudo

Foi encontrada uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,007) entre os
niveis enzimaticos do grupo controle e do grupo de participantes no DO. O
resultado apoia uma das hipoteses da pesquisa, que 0s niveis enzimaticos de
adenosina deaminase sao maiores em pacientes com leishmaniose cutanea
que na populagcao sem a doenga. Resultados semelhantes foram relatados
por Erel et al, argumentando que o aumento na atividade enzimatica poderia
ser consequéncia da atividade fagocitica dos macroéfagos, lembrando que um
aumento nos niveis da enzima tem sido relatado em outras doengas
infecciosas intracelulares que envolvem aos macrofagos 8. Uma atividade
enzimatica significativamente maior também foi descrita por Vijayamahantesh
et al ao comparar os niveis enzimaticos de pacientes com leishmaniose

visceral e leishmaniose dérmica pds-calazar ativa com um grupo sem a
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doenca ** e por Rai et al ao comparar um grupo com leishmaniose visceral

com um grupo controle 7.

A respeito dos niveis de adenosina deaminase ao longo do periodo de
acompanhamento, foi observada uma tendéncia a diminuir, porém n&o foi
encontrada uma diferenga estatisticamente significativa ao avaliar os dados
por meio do teste T de Student. Porém, ao avaliar os dados por meio do teste
ANOVA de medidas repetidas e ANOVA de efeitos mistos, foram calculados
valores p=0,004 e p=0,0255 respetivamente. Uma diminuicdo da atividade
enzimatica pés-tratamento também foi descrita no estudo de Vijayamahantesh
et al no grupo de pacientes com leishmaniose dérmica pos-calazar 4. Esses
ultimos resultados apoiam outra das hipéteses da pesquisa, que os niveis de
adenosina deaminase diminuem ao longo do periodo de tratamento e
acompanhamento, sugerindo o uso dos niveis enzimaticos como um

marcador do progndstico da doenga.

Foi realizada uma analise dos niveis enzimaticos dos 6 participantes que
apresentaram falha terapéutica, ja que 5 deles tinham apresentado uma
melhora clinica embora ndo tenham cumprido os critérios de cura
estabelecidos no estudo. Na avaliagdo dos niveis enzimaticos foi observada
uma tendéncia a diminuir ao longo do periodo de acompanhamento, porém
nao foi encontrada uma diferenca significativa (p=0,07). O unico paciente que
apresentou uma piora clinica teve uma atividade enzimatica irregular, ndo
pudendo ser observada uma tendéncia a diminuir ou aumentar. Estes
resultados também concordam com o relatado por Vijayamahantesh 4. A
auséncia de significancia estatistica pode ter sido causada pelo numero de

pacientes reduzido.
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Na interpretagao destes resultados € importante considerar outros fatores que
podem ter influenciado os niveis enzimaticos, tais como diferenca significativa
das médias de idade dos grupos e a inclusdo de diferentes tratamentos

farmacoldgicos no grupo de estudo, alguns com maior efeito imunomodulador.

6.5 Adenosina deaminase como teste diagndstico de leishmaniose cutanea

O ponto de corte escolhido foi o valor de 11,56 U/L, representando uma
especificidade de 100% e sensibilidade de 66,67%. Na literatura é
mencionado que a escolha do ponto de corte nas avaliacbes de testes
diagnosticos € subjetiva e depende do que o pesquisador pretende testar °.
Neste caso, o valor foi escolhido ao considerar que para o paciente, um
diagndstico de leishmaniose cutanea representaria o inicio de um tratamento
complicado, com alta toxicidade e alta incidéncia de efeitos adversos 2 '8 para
tratar uma doencga que ndo é letal. Alguns autores inclusive consideram que
em algumas circunstancias o tratamento pode ser pior que a mesma doencga
7. Considerando esses fatores, foi selecionado o valor de 11,56 U/L para obter
o maior nivel possivel de sensibilidade mantendo uma especificidade de
100%. Dessa forma, nenhum paciente sem leishmaniose seria falsamente
diagnosticado e submetido a um tratamento tdo arriscado. Porém, essa
decisao também significa que um 33,33% de pacientes com leishmaniose nao

seriam diagnosticados por meio deste teste.

Ao avaliar se existe uma diferenca significativa entre ter atividade enzimatica
acima ou debaixo de 11,56 U/L e ter ou nao ter um diagndstico de
leishmaniose cutanea no grupo estudado, foi calculado um valor p=0,001. O
resultado sugere que os niveis enzimaticos de ADA poderiam ter utilidade
diagndstica nos casos de leishmaniose cutanea. Estudos com amostras

maiores sao necessarios para confirmar essa utilidade e verificar se
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resultados semelhantes sdo encontrados nas outras formas clinicas de

leishmaniose.

6.6 Adenosina deaminase como teste diagndstico de falha terapéutica no D90

de acompanhamento

Aintencdo da avaliagao foi investigar se os niveis elevados da enzima no D90
podiam estar associados a maior chance de apresentar falha terapéutica, um
problema relativamente comum dos tratamentos atuais '. A escolha do ponto
de corte seguiu os mesmos critérios utilizados anteriormente, procurando
priorizar a especificidade sobre a sensibilidade. Foi selecionado um valor de
14,13 U/L como ponto de corte, com especificidade de 100% e sensibilidade
de 28,57 %.

Ao avaliar se existe uma diferenca significativa entre ter atividade enzimatica
acima ou debaixo de 14,13 U/L e ter ou nao ter falha terapéutica no D90 de
acompanhamento, foi calculado um valor p=0,49. O resultado ndo permite
rejeitar a hipotese nula, e ndo apoia o uso da atividade enzimatica como teste
diagnostica de falha terapéutica no grupo estudado. Porém, uma limitagao
importante da analise € o tamanho limitado da amostra, ja que apenas 11
participantes foram acompanhados até o D90, 4 deles apresentando cura e 7
falha terapéutica. Novamente, estudos com amostras de maior tamanho serao

necessarios para confirmar esses achados.
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6.7 Correlagao entre niveis enzimaticos e o tamanho das ulceras cutaneas

Foi analisada uma possivel correlacdo entre os niveis enzimaticos e a area
total ulcerada dos pacientes no grupo de estudo. Foi argumentado que
maiores niveis de adenosina deaminase estariam correlacionados com uma
maior superficie ulcerada. O motivo do argumento se baseava no fato da
enzima ser considerado um marcador de imunidade celular 2”28, Também esta
bem documentado na literatura que uma resposta celular muito robusta esta

associada a maior dano tecidual °.

Na primeira avaliagdo foram incluidos todos os participantes do grupo de
estudo, e nao foi encontrada uma correlagao entre os niveis enzimaticos e a
superficie total ulcerada no DO, D30, D60 ou no D90. Na segunda avaliagao
foram incluidos apenas os participantes do grupo de estudo que apresentaram
apenas uma unica lesdo cutanea. Foi considerado que os pacientes com
multiplas lesdes podiam apresentar uma maior superficie ulcerada
consequéncia do numero de lesbes e nao necessariamente consequéncia de
uma responsa celular mais robusta. Novamente ndo foi encontrada uma
correlagdo entre os niveis enzimaticos e a superficie total ulcerada em

nenhum dos dias avaliados.

Capitulo 7: Conclusoes

Os participantes do grupo de estudo foram predominantemente do sexo
masculino, com uma idade média de 54,07 anos e com nivel educacional e

renda mensal baixas. Dos 11 participantes que foram acompanhados até o
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D90, 4 (36,4%) apresentaram os critérios de cura estabelecidos no estudo.
Foi encontrada uma diferenga significativa entre os niveis de adenosina
deaminase do o grupo controle e do grupo de estudo do DO, e também no
grupo de estudo ao avaliar os niveis enzimaticos ao longo do periodo de
acompanhamento. No estudo foi observada uma possivel utilidade dos niveis
enzimaticos como teste diagnostico de leishmaniose cutanea, mas ndo como
teste diagnostico de falha terapéutica no D90 de acompanhamento. N&o foi
encontrada uma correlagdo entre os niveis enzimaticos e a superficie total

ulcerada.

As limitagdes do estudo foram um numero limitado de participantes e a
utilizacdo de amostragem n&o probabilistica por conveniéncia. Essas
limitacdes dificultam a realizag¢ao de inferéncias estatisticas da populagdo com
leishmaniose cutdanea em geral, sendo validas apenas para este grupo
estudado. Outra limitacdo foi a ndo identificacdo da espécie de Leishmania
responsavel pelas infeccdes dos participantes, porém é possivel assumir que
Leishmania (Viannia) braziliensis tenha sido o agente causal mais comum.
Para estudos futuros é sugerido trabalhar com uma amostra maior e incluir

outras formas clinicas da doenca.
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Anexos

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participante do Grupo de
Estudo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE- PARTICIPANTE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“Adenosina Deaminase como marcador de falha terapéutica na leishmaniose cutanea
causada por Leishmania (Viannia) braziliensis”, sob a responsabilidade do
pesquisador Juan Jorge Milla Espino e Elza Ferreira Noronha.

O objetivo desta pesquisa € estudar se uma substancia que estd no sangue
chamada adenosina deaminase pode ajudar a identificar como serd a resposta ao
tratamento da leishmaniose.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecera sendo mantido o
mais rigoroso sigilo pela omissdo total de quaisquer informacGes que permitam
identifica-lo(a).

A sua participacdo se dara por meio de resposta a perguntas sobre dados
pessoais e antecedentes medicos, afericdo do peso e altura, e avaliacdo das lesdes na
pele no dia 1 da participacdo com um tempo estimado de 30 mins. Também sera
coletada uma amostra de sangue para analise laboratorial obtida por meio de punc¢éo
venosa que acontecera nos dias 1, 30, 60 e 90 da participacdo, com tempo estimado de
5 minutos, a quantidade de sangue coletada serd de 1 tubo de ensaio. Todos esses
procedimentos serdo realizados no servico de leishmaniose do hospital Jalio Muller
em Cuiaba, Mato Grosso. A participacdo no estudo ndo afetara de nenhuma forma a
atencdo e o tratamento, recebera portanto, os cuidados de acordo com a rotina do
servico.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa relacionados aos
procedimentos sdo: dor no local da puncéo e risco de infeccdo localizada no sitio da
puncdo o qual serd minimizado por meio de uma técnica adequada para a coleta da
amostra e uma limpeza adequada do sitio de puncdo. Além desses existe o risco,
embora minimo, de vazamento de dados ou quebra da confidencialidade dos seus
dados pessoais. Para evitar que isto aconteca serdo tomados cuidados como a
codificacdo da sua identificacdo na ficha de coleta de dados e na base de dados do
estudo utilizando nimeros e letras das iniciais do nome, ndo sendo utilizado o seu
nome completo em nenhum momento. A base de dados também estara protegida por
meio de senha garantindo seguranca adicional. Se o(a) senhor(a) aceitar participar
estara contribuindo para ajudar a esclarecer se a substancia em estudo presente no
sangue humano esta relacionada com a maior chance de cura ap06s a utilizacdo do
tratamento adequado da leishmaniose e ajudando no desenvolvimento de novos
estudos sobre o tema para identificagdo de casos de leishmaniose que ndo véo
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responder bem ao tratamento. Estas informag0des s&o importantes para a melhoria dos
tratamentos e acompanhamento dos pacientes com leishmaniose.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a).
Sua participacgdo é voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracéo.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, o(a) senhor(a) devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢oes
legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados somente
para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos,
apos isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Juan Jorge Milla Espino, Elza Ferreira Noronha, na Universidade de
Brasilia no telefone (61) 998622711, disponivel inclusive para ligacdo a cobrar, ou
pelo email jmilla360@gmail.com.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (CEP/FM) da Universidade de Brasilia. O CEP € composto por profissionais
de diferentes areas cuja funcéo € defender os interesses dos participantes da pesquisa
em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes eticos. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do
participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1918 ou do e-
mail cepfm@unb.br, horario de atendimento de 08:30hs as 12:30hs e de 14:30hs as
16:00hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FM estd localizado na Faculdade de
Saude/Faculdade de Medicina no 2° andar do prédio, Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o(a)
Senhor(a).

Nome e assinatura do Participante Nome e assinatura do
Pesquisador Responsavel

Cuiab4, de de
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participante do Grupo
Controle

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —- TCLE- CONTROLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“Adenosina Deaminase como marcador de falha terapéutica na leishmaniose cutanea
causada por Leishmania (Viannia) braziliensis”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Juan Jorge Milla Espino e Elza Ferreira Noronha.

O objetivo desta pesquisa € estudar se uma substancia que estd no sangue
chamada adenosina deaminase pode ajudar a identificar como sera a resposta ao
tratamento da leishmaniose. O(a) senhor(a) esta convidado a fazer parte do grupo
controle, formado por pessoas que ndo tém esta doenca. Sua participacdo pode ajudar
a diferencar o comportamento dessa substancia em pessoas que tém a doencga e em
pessoas que nao tém.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos que seu nome ndo aparecera sendo mantido o
mais rigoroso sigilo pela omissdo total de quaisquer informacGes que permitam
identifica-lo(a).

A sua participacdo se dara por meio de resposta a perguntas sobre dados
pessoais e antecedentes médicos, afericdo do peso e altura, com um tempo estimado
de 30 mins. Também sera coletada uma amostra de sangue para analise laboratorial
obtida por meio de puncdo venosa que acontecerd apenas uma vez, com tempo
estimado de 5 minutos, a quantidade de sangue coletada sera de 1 tubo de ensaio.
Todos esses procedimentos serdo realizados no servico de leishmaniose do hospital
Julio Muller em Cuiaba, Mato Grosso.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa relacionados aos
procedimentos sdo: dor no local da puncéo e risco de infeccdo localizada no sitio da
puncdo o qual serd minimizado por meio de uma técnica adequada para a coleta da
amostra e uma limpeza adequada do sitio de puncdo. Além desses existe o risco,
embora minimo, de vazamento de dados ou quebra da confidencialidade dos seus
dados pessoais. Para evitar que isto aconteca serdo tomados cuidados como a
codificacdo da sua identificacdo na ficha de coleta de dados e na base de dados do
estudo utilizando nameros e letras das iniciais do nome, ndo sendo utilizado o seu
nome completo em nenhum momento. A base de dados também estara protegida por
meio de senha garantindo seguranca adicional. Se o(a) senhor(a) aceitar participar
estara contribuindo para ajudar a esclarecer se a substancia em estudo presente no
sangue humano esta relacionada com a maior chance de cura ap06s a utilizacdo do
tratamento adequado da leishmaniose e ajudando no desenvolvimento de novos
estudos sobre o tema para identificacdo de casos de leishmaniose que ndo véo
responder bem ao tratamento. Estas informacdes sdo importantes para a melhoria dos
tratamentos e acompanhamento dos pacientes com leishmaniose.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir de
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participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a).
Sua participagdo é voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboragéo.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na
pesquisa, o(a) senhor(a) devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢oes
legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados somente
para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos,
apos isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer ddvida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Juan Jorge Milla Espino, Elza Ferreira Noronha, na Universidade de
Brasilia no telefone (61) 998622711, disponivel inclusive para ligacdo a cobrar, ou
pelo email jmilla360@gmail.com.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (CEP/FM) da Universidade de Brasilia. O CEP € composto por profissionais
de diferentes areas cuja fungéo € defender os interesses dos participantes da pesquisa
em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes eticos. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do
participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1918 ou do e-
mail cepfm@unb.br, horario de atendimento de 08:30hs as 12:30hs e de 14:30hs as
16:00hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FM estd localizado na Faculdade de
Salde/Faculdade de Medicina no 2° andar do prédio, Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o(a)
Senhor(a).

Nome e assinatura do Participante  Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Cuiab4, de de




Ficha de Coleta de Dados

GNMT ==

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicma

TULO: ADENOSINA DEAMINASE COMO MARCADOR DE FALHA TERAPEUTICA HA
LEISHMAMNIOSE CUTANES CAUSADA POR LEISHMANIA [VIANNIA) BRAZILIENSIS

[ ]Participante

Mo, de refersncia:

Pazquisador responsdavel: Juan Jorgs Milla Esping

FICHA DE COLETA DE DADOS

[ ] Contrale
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DADOS PESSOALS

DADDS DO TRATAMENTO

Sexo

M{ JF (]}

ldade

Raga'Cor

|Branca
\Parda
Preta
Hndigena
Amarela

Estado
conjugal

}Solteinn(a)
Jnido Estavel
jCa=ado(a)
}Separado(a)
IDivorciadola)
il a)

Farmmaco(s) { ) Ghucantime
utilizadois) sistémico
{ ) Milzfosina oral
{ ) Outro
Cose ulilizada
Duragaoc do

tratamento (dias)

Escolaridade

iMenhuma
JEducacao infantil
IEnsing fundamental
|Ensing medio
|Ensing superior

Mumeros de doses
administradas

CRITERKDS DIAGNOSTICOS

Renda mensal
estimada

=1 salaric minimo

}1-2 salarios minimos
12-3 salarios mnimos
13-4 salarios minimos
-5 salarios minimos
=5 salarios minimaos

s i, i, i i, |, i, i, e, e, i, e, i, i, i, |, i, i, i, e,

Cidade e
Estado

Wrbano
1Rural

Criterios clinicos

» (ICEEs BM dreas
expostas da peie,
com forma
arredondata ou
ovalada, base
erttematosa,
Irfiirada,

caonsistencla firme,

bordas bem
delimitadas e
elevada

{ IPresenies

{ JAusenies

Profiss3o

ILavrador(a)
\Faxineiroia)
Comerciants
\Estudants
IMotorista
|Professor(a)
JConstrugan
Owutra

i, i, i, i, i, i, i, i, |, i,

Cultura
= L. V. brazillensis

{ IPositiva
{ IMepgatva

PCR
= L V. braziliensis

{ IPositiva
{ IMepgatva




EXAME FISICO E DADOS LABORATORIAIS
D0 [data de avaliagao:

]

Pezo kgl
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LocalizacBo das lesoes

Altura {cms)

1M

Frequencia
cardiaca

Frequéncia
respiratona

Pressao Arteral
immHg|

Mumen de lesoes
cutineas

Tempo desde o

aparecimento das
lesoes

Area total dais)
lesao(des) em
cms<

Comorbidades

TET
ISm

Quais?

Il--'-'--

oy ]"
Y

Hemoghobina

Leucocitos

MNeutrofilos

Linfocitos

Ecosinofilos

Basofios

Monocitos

Plagustas

TGO

TGP

Bilimukina Direta

Bilimubina Indireta

Bilimubna Total

Albumina

Globulina

Proteina Total

Creatinina

Teste HIV

I negatvo
| positivo

ADA

EKG

EXMAME FISICO

o BEER\'AEE




EXAME FISICO E DADOS LABORATORIAIS
D30 [data de avaliagdo: ]

Peso (kgs)

| Localizscio das lesdes

Afura (cms)

IMC

Frequencia cardiaca

Frequencia respiratoria

Pressao Arerial

Nurmero de kesaes

Arza total dals)
esio{des) em cms?

ADA

o J" !

] i :-

} A ; [
' ™ 4 ™,
(1 ] { [ | |
-I I { ] .}$ FI lI'\-

| R'" II' -'II /| ?\" I"H
( I\ 3 [ 4 I\
|

Desfecho de { ) Cua
tratamento [} Mehhora
{ }Falha
Reagao adversa? { ) Mao
[ }5im
Cuais?

EMAME FISICO

I:IBEER'-'A@E

80



EXAME FISICO E DADOS LABORATORIAIS
D60 [data de avaliagio: 1

Peso (kgs)

81

Loculizacho das keses |

Altura {cms)

IMC

Frequencia cardiaca

Frequéncia
respiratona

Press3o Arterial

Murmere de lesoes

Srea total dals)
ec3o{des) em cms?

ADA
Desfecho de { ) Cura
tratamento { ) Ms=lhora
{ VFalha
Reacao adversa? | ( ) Nao
{ 15im
Qwais?

EXAME AZICO

DESERVACOES




EXAME FISICO E DADDS LABORATORIAIS
D80 [data de avaliagdo:

]

Peso (kgs)

Localizsgsn des lesDes |

82

Altura (cms)

IMC

Frequencia cardiaca

Frequencia respiratona

Pressao Arterial

WNumerz de lesoes

Area total dals)
es3o{oes) em cms®

ADA

o Yy

| ]

L b1

J L A K
' ™ \

Desfecho do { JCua
tratamento [ ) Mehora
{ VFaha
Reacao adversa? [ }Nao
{ ) 5im
Quais?

EXAME FASICO

oBSERVACBES







Bula do Kit Adenosina Deaminase

BioTecnica E
BIOTICROLOGIS AAMDED A
H H _ Regonsivd Tem o
Adenosina Deaminase - ADA B, Gllacn Sirio Pitso
Adenosine Deaminase / Adenosina Deaminasa CRFMG =5310
fef. 11.063.00 MS 8002731029
FINALIDADE

Kt destinado & determinagiio de adencsina deaminase (ADA] em amostras de soro,

ol s, Nguide pleural e Bquido cefalorraquidiane liguar). Use em disgndation in vitro.

CONOCOES DE ARMAZ ENAMENTO, MANUSEID E PREPARD DO PRODUTD

= Conservar de 2 a 8 "G permanecends fora da temperatura especificada somente o
tempe neceddnio para a realizs;Bo dod teates. Manter ao sbrigoda luz

= Reagentes prontos para uso.,

» E recamenddvel realizar a calibragdo do produto a ada duas semanas,

= Apds aberto, o produto em use & estédvel até a validade impressa no rdtule, desde que
seguidas & condigiies de armarenaments recomendadas (24 8°C).

* Nio usar reagentes cuja data de valdade tenha expirado.

PRINCIFIO VE FUNCIONAMENTD

Mitodo: Enzimdtico - Pernod dase

A adenosina deaminase (ADA] promove a desaminagio enzimdtica da adenosina em
ingxina, a qual & wnvertida em hipoxantina pela purina nuclessidec fasforilase (PP A
wantina oidase (XO0) atalisa a convers3o da hipoxantina em dckdo Gnco & perdado de
hidrogénio, o qual reage com TOOS e 4-amincantipinna, sob agdio da peraddase (POD],
para gerar o cofante quinoneimina. Este & espedrolotometricamente determinade em
546 nm. A intensidade da cor & propordanal & concentraclo de adenodina deaminase na
amastra,

ADA
Adenasina + HD — Inosina + NHs
WP
Inuﬂnl-H’ll—-l- Hiposantina + Ribose-1-fosfato
Hipawanting 42 H:0+2 O — Addo Oria + 2H:0:

P
2 Hz0: + 4-amincantipirina + TOOS I—- 4 Hz0 + Qi noneimina
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Tipo de reagio Cinétia / Crescente
Comprimento de onda 546 nm
Tempéeratura 37°C
Volumede amostra® 5 pl
Volume de R1* 180 ul
Incubagio K1+ Amostea 300 segundos
Volume de R2* 90l
Incubagho R1 + Amostra + R2 210segundos
Medir & shsorbéineia continuaments por 90 segundos
Calibragho 2 pontos

*0a volummes podem ser madificades desde que mantida a propencio estabel ecida.

B} CALCUIDS
O equipam ento caloula automaticamente a onoentragdo do analite em cada amostra.

0 INTERPRETACAD

A adenodina deaminase [ADA| ¢ amplamente distribuida em v tecidos do g
humano, sendo encontrada principalmente em lnficitos T, Atwidade aumentada da
adenosina deaminase sérica & ochservada na hepatite aguda, fibrose hepitica alcodhia,
hepatite crénica ativa, cirrose, hepatite wviral @ pode ser chservada no exsudato da
tubercubose. Combinade com ALT ou wGT, a detecgdo da athadade da adencsing
deaminase sérica em pacientes ¢ de grande valor para o disgndstico de doenda hepatica
¢ asua determinagio em outras amestras de fluido corporal pode ajudar a diferendar o
diagndsticode tuberculose.,

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHD

AMOSTRAS: TIFD, COLETA, MANKUSEID E PRESERVACAD

Tipo de Amostra: soro, plasma (EDTA ou heparing), lquide plewral e liguide
cefalofr aquidiano |lguod).

Coleta @ Manusalo: malizar a odeta da amastra conform e a5 Boas Praticas de Laboratdna
Clinica. Todas as amostras devem ser tratadas como material bioldgico potencialmente
mfectante.

Preservagio:
Temperatura Periodo de Estabilidade |
2a8*C 2 sBmanas
Soroe Plasma
207 & mesas
Liquide Cefalorraquidianc 2a8°C 1 semana
[lguer | 20% 1més
Liquidia Pleural 20%C & dias
DESCRICAD DO PRODUTO

1 Tampio trs-HO 25 mmdfL pH 80; peromdase 100 U/
&aminoantipifing 4 mmeal/L; PNP 300 U/L; XOD 400 U/L

x|
x|

2 Tampdo tris-HCO 25mmal /L pH 4,0; adencsina 11,0 mmeod/;
TS 4,0 mma /L consenante.

T-&I'I‘I[‘C! Hepes 50 mmal/l; adenosing deaminase 50 UfL.
Rastred vel 30 material de referéncia BORE4T,

Tamplo Hepes SOmmel/|; adenosina deaminase = 30 U/L

[

Tampio Hepes 50mmel/L; adenosina deaminase = 130 UL

[ Intervalo Operacional |

[ 3082000 UL |
Para valores acima dointerva o operacional, diluir a amostra com NaCl 150 mmdl/L{0,9%),
realzar nova dosagem e multi pllar o resultado obtido pele fator de diukgdo.

Sensibilidade
Limite de Detecgio [ uLmite de Quan tificagiio
0,88 U/L 1,17 UL

Especificidade fnalitica
Acido Asgrbico | Hemwglobing | Trighabrides
[ 50 g L [ 800 mg/dl [ 1000 mgraL
Concentrapies de substncias interferentes até os valores spresentadod stima nfo
mumam alteragdes significativas nos resultados. Fara medicamentos, consultar a
referéncia biblografia recomendada (Young, 2000].

Exatidiio

Nimerode Amaostras 40 amostras
Equaciode Regresle w= 10224 + 00066

Coweficiente de Correlago (R] 0594

A acurdcia do produte i svaliada com o material de referincia BCR-G47, no nivel de

dectsdo de 30,6 U/L, senda o erostematco total de 1,53,

Predsdo:
Os estudas de precie intra-emaio foram realizades com 20 repetipdes em uma o ida
analitica; os de precislio inter-ensaio foram realzados com S repeticBes por 5 dias,

Amostras Predslio Intra-emaie | Predsdo Inter-ansabo
{ufL) S0 U v %) IR

30,0 0,170 0,59 0,030 1,70

[ 1400 0,286 00 [ a1 0,51

OV Coefidente de variaglo; SO Desvio padrio

RISCDNS RESIDUALS, CUIDADOS E PRECAUCOES

CDONTROLE DE QU ALIDADE

Ouso de controdes deve ser pratica rotineira do laboraténo. Para Calibragdc e Contrde
Internc de Qualidade Laboratorial, recomends-se oo de:

Calibrador — ADA CAL B
Controle Nivel 1 - AD& CONTROL 1 REF OO0 0
Controde Nivel 2 — AD& CONTROL 2 0

NAATERIAL NECESS ARID PARA REALTACAD DO ENSAID

* Utilizar o4 EPl3 & realizar o4 procedimentod de scordo com as Boas Priticas de
Laboratdrio Clinico.,

* Seguiros requisitos preccnizados nas Boas Préticas de laboratdno Clinkco para a dgua
utilizada ne Laboratdrio.

Nio misturar reagentes de lotes diferentes ou trocar as tampas dos frascos, a fim de
evitar contaminagdic cruzada. Nic usmar o reagente quande ele apresentar
caracteristica visual em desacordo com o especifimde na FISPQ do produto.

* Evite detar od reagentes fors das condigles de armazenaments especificadas.

O nivel de &gua debanho-mara deve sar superior a0 dos whos de ensaloque contém
a5 reagias.

= Espectrofatimetro ou foimetro para leitura em 546 nm.
= Banho de dgua termostdton a 37°C e tubo de endaio.
= Pipetas devidroefou automaticas, reldgio ou crondmetra.

PROCEDIMENTD DE ENSAO, CALCULOS E INTERPRETACAD

A) PROCEMMENTO DE ENSAID
Este procedimento pode ser aplicado na maiora dos analisadores automatizados. Os
protocodos estlo disponivels em www biotecnicaind br.

INTERVALO DE REFERENOA

Sora & Masma 0-15 U/
Liquide Peural - 30 UL
Liguidi cefalor raquidians |Bquer | 0-9 UL

[ recomendades que cada laboraténio estabeleca sua propria faica de referénda para
refletir a idade, sexo, dieta ¢ localizaiiogeog rifica da populagSo.



85

ALERTAS E PRECAUGH ES COM RELACAD AO DESCARTE DO PRODUTO

+ As informagies de Descarte, Seguranga @ Primeings Socarros estie desoritas na Ficha
Individual de Seguranca de Produtod Quimicod (FISPOY) deste produte, duponivel em
www, Biotecnica ind br ou pelo telefone + 5535 32144646,

* Desartar os residues das reagdes de acondo com as Boas Priticas de Laborstdne
Clinieo & Programa de Gerenciamente de Residuss de Servico de Sadde (PGRSS).

GARANTIA DE QUALDADE / SAC - SERVICD DE ATENDIMENTO AD CONSUMIDOR

0s produtos Biotécnica sSo produzidos conforme as diretrices das Boas Pritias de

Fabrcagion demats regulam entagdes sanitérias vigentes. Seu desempenho & assegurade

desde que seguikdas as InstrugBes da Biotécnica. Em caso de divida na uhilzagdo do

produte, entre em contate com a Assessor s Cientl fca Biotdenica stravés do telefone 455

35 12 46 au naa-emusacinmetnﬂltﬂmm.nr

INTENDED USE

Kitintended to determine adenosine deaminase |4 DA in serum, plasma, pleuropen toneal
fluid and carebraspinal fluid samples. Diagnosticuse enly.

STORAGE AND HANDLING

#5tore st 2 1o 8 *Cand protect from light. The product mut femsin out of the specified
tem peratur e onky the time required for testing.

* Reagents ready for e,

* |t lsrecommended to calibrate the product every two weeks,

= Onca openad, the product ks stable until the expiration date printed on the label, & long
& the recommended storage anditions |2 to 87C) ane followed.

= (o not use reagents whose shel flife has opred.

WORKING PRINCIFLE

Method: Enzymatic - Peroxidase

Adenosine deaminase (ADY) womotes the enzymatic deamination of adensine to
inctine, which B converted to by poxanthine by purine nud eodide phodphory lase (PNP).
¥anthine cxidase (NOD)] eatalyzes the conversion of hypoxanthine to uric add and
by dr og enous peroxide, which reacts with TOOS and 4-aminaantipyring inthe presence of
peroaidase  (POD), to generate the quinonemine dye. The last one s
spedtrophotemetrically measured at 546 nm. Color imtensity is proportional to the
oncentration of adenosine deaminase in the sample.

Bdenasine + O — Inosine + NHs
s

Imoshne + Pi = Hypoxanthine + Ribose-1-phosphate

X
Hyposanthine + 2 Hz0 +2 0; — Uric Acid +2 Hz0:

PO
2 H:D: + 4amincantipyring + TOOG — 4 HxD + Quinone imi ng

SAMPLE: TYPE, (DWECTION HANDLING AND STABILITY

Sample Type: serum, plasma (EDTA ar heparin], pleuropern toneal fluid and cerebrospinal
fud

Gollection and Handling: collect the sample in acardance with the Good Laboratory
Practices. All samplas should be treated as potentially infecticus mater ial.

Preservation:

Temperature Stability Pesiod
2te 8T 2 weaks
Serum and Plasma T B months
2108 1 week
Cerebrospingl Flud S0°E 3 month
Plewr aperitonsal Fluid -20°C 6 days

PRODUCT DESCRIPTION

1 Tris-HO buffer 25 mmal/L pH 80; perceidase 100 UM
S-aminoantipyrine 4 mmalfL; PNP 300 UfL XOD 400 U/L

X

x|

Tris-HO buffer 25mmad/L pH 40; adenosing 110 mimal/L
TOOS 4,0 mmolfL; preserative.

Hepes buffer 50 mmolfl; adenosine deaminase 50 UfL
Traceable to reference material BOR-647,

Hepes buffer 50 mmol/L; adenosine deaminase = 30 U/SL

CONTROL :l Hepes buffer 50 mmol/L; adenosine deaminase = 130 UJL

QUAUTY CONTROL

The use of controts should be a routine practice in the laboratory. For the internal
laboraton al quality controd, it s recommendadthe use ofthe control below:

Calibrator —a D08 CAL LSS L8 ]
Level 1 Contred — ADM CONTROLL LS L0 i
Level 2 Controd — ADA CONTROL 2 EES

NECESSARY EQUIPMENT FOR TESTING

* Spectrophotometer or phoom eter for reading at 546 nm.
& Thenmostatic water bath at 37°C and test tubes.

o Glass pipettes andfor auomatic, clock or chronam e e,

TEST PROCEDURE, CALCULATION AND INTER FRETATION

A} TEST PROCEDURE

This product is compatible to most types of automatic analyzers. Instrument settings are
available at www bioteanicaltda nd br

Readion Type Kinetic / Positve
Wavelength 546 nm
Tamper atur e ¢
Saniple vehime® 5l
Rl Wodume® 180 ul
Sample + K1 Incubation Time 300 secondd
R2 Volume® 90 L
Rl+ Sample + K2 Incubdation Time 210 secondd
Measure the slsorbance entinussly for 90 seconds
Cafibration 2 poants

*violurmes can be modified a8 long &8 the stablished proportion s maintsned.

B} CALCULATIONS

The aquipm ent 3 utom atical ly caloulates the analyte’s concentration in each sample.

0 INTERPRETATION

Adenasine deaminase |ADA] s widely distributed in several tissues of the human bady,
being found mainky in T lymphocytes. Increased activity of serum adenosine deaminaseis
ahserved in acute hapatitis, aloohaic Iver fibrosis, chronic active hepatitls, drrhoss, viral
hepatitis and it can be abserved in tuberculosts exudate. Combined with ALT of vGT. The
detection of serum adencsine deaminase activity in patients |5 valuable for the diagnosis
of hepatic disease and its determination in body fluid samples can help © differentiste
the disgnosis of tuber cubosin.

PERFOR MANCE CHARACT ERISTICS

[ Oparating range |

[ 302 2000 UfL
For concentrations above the operating range, dilute the sample with Nall 150 mb
{2.9%] proceed with a new dosage and multiply the result by the dilution fador.

Sengtiity
Detection Umit [ Quantifi cation Limit
.88 UjL 117 UL
Analyikcal Specificiy
Asoorbic Ackd | Heem ogghobin | Trighyerikd es
50mgldl [ 00 mg/dl [ 1000 g el

Interfering substances up to the values presented above do not cause significant
alterations in results. For drugs, consult the recommended reference [Young, 2000,

Mo ey
Number of Samples 40 samples
Regresson Equaton yu L0224 + 0.0066
Correlation Coefficient (R 049954

The wroduct’s acouracy was evaluated with the reference material BCR-647, &t the
decision level of 30,6 U/L, with a total systematic eror of 1 53%.

Pr ecision:
Within-un predsion was determined with 20 replicatesin an analytical run; betweenrun
precision was determined with Sreplcates for 5 days.

‘Within-Run Procision | Betwesn-Run Fredsion
Samples U/ —op U | Vsl | Spuill | ovis
300 0.170 .59 030 170
14010 0.286 .20 @110 51

O Coefficient of varmation; 50 Standard deviation.

RESIDUAL RISKS, WARNINGS AND PRECAUTIONS

Use Protective Equipment inacmondance with the Good Laboratory Practices.

Fallow the Good Labaor story Practioes” instructions to establish the quality of water.

* [o not mix reagents from different lots or exchange the caps from different reagents
inorder to avoid cross contamination. Donat use the reagent if it displays any Signs in
dsagreamant with the ones specified in the product MSDE.

= Avold beaving reagents outshde the specified storag e conditions.

& The level of the water bath must be greater than that of the test tubes containing the

rasction.

.

REFERENCE RANGES

Serum and Masma Q- 15 UL
Pleurcpentoneal Flud Q- 30 UL
Cerebrospinal Fuid -9 UfL

These values are intended for onfentation only. It recommended that each aboratory
establishes its own reference ranges.



WARNINGS AND PRECAUTIONS

+ Discard the reactions sunplus aconding to the Good Laboratory Practices, in a proper
place for pot entially infectious mat erial.

= The information for Disposing, Security and First Akl are described in the Manual Safety
Data Sheat (MSD5] of this product available at wwew biotecnica. ind br or calling for+ 55
3532144646

CIUALTY ASSURANCE f CUSTOMER TECHNICAL SERVICE

Al Biotécnica products are made according to the Good Manufactwring Practices and

ather current sanitary regulations. Their parformance is assured as long as all Biotonica

mstructions are followed. In case of doubt while using the product, contact our Schentific

Advisory team by calling 455 35 3214 4646, your local distributer of sending an e-mail to

e bi otecnicaltda. com b

FINALIDAD

Kt destinado a la determinackin de adencsna deamnasa (ADA] em muestras de suero,

plasmia, Bguido pleural y fuido cer ebroespinal. Uso en diagndetic in wilma,

CDVNOCIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

= Conservarde 2 a8°C, parmaneciendo fuera de la temperatura especificada sdamente
el tiempo necesano para la realzackinde los ensayos. Mantener al abrigo de la luz.

= Reactivos listos parauso.

= [Es recomendsble realizar la alibraddn del producto cada dos semanas.

+ Después de abierto, el producto es estable hasta la fecha de vencimiento indicada en
lacaja desde que almacenados en las condiciones recomendadas (2a 8°C).

= Mo usar reactivas cuya fecha de vendmiento haya expirado.

PRINCIFIO DEL METODO

Método: Enzimd tico = Peroxi dasa

la adenosina deaminasa (ADA] promueve la desaminackin enzimatica de la adenosing en
ining, que e convertida en hipoxantina a través de la purina nudedaide faforilaa
[PNP). La xantina oxidasa (MDD) cataliza la conversdn de la hipocanting em dcide drico y
perdxido de hidrogeno, o cual reacciona con el TOOS y 4-amincantipirina, baje la acddn
de la peroxidaza, para generar la quinoneimina. Esta es espectrofotométiamente
medida en 545 nm. A intensidad del color es proporcional a la concentrackin de adencsina
deaminaa en la muesta.

MUESTRAS: TIPO, RECOLECCION, MARNIPULACKON ¥ CONSERVAQON

Tipe de Muestra: suerc, plasma (EDTA o de hepanna), liquide pleural y fluido
aerebroespinal.

Recodecckin y Manipulackin: realzar la recolecddn de muestras de acuerde on las
Buenas Practicas del Laboratonio Clinko. Todas las muestras deben ser tratadas como
misteriabes potencislmente infectantes.

Conseraciin:
Temperatura Periodo de Estabilidad |
2a8°C 2 SETanas
Suero y Plasma 207C & meses
2a8°C 1 iemana
Fluido Cer shroespinal T L mos
Liquidao Pheural 20°C & dias
DESCRIPOON DEL FRODUCTD

1 Tris-HO buffer 25 mmol/l pH 8.0; perosidasa 100 U/L
Aaminoantipirina 4mmal/L; PHNP 300 USL XOD200U/SL

R
R|2
CAL

CONTRSL 1

Tris-HO buffer 25mmal/L pH 4.0 adenosing 110 mmead/L:
TOOS 4,0mmolfl; preservativa,

Hepes buffer 50 mmelfl; adenosina deaminasa 50 U/,
Rastredvel a0 material de referéncia BOR-647.

Hepes buffer SO0mmel/|; adenosina deaminazs = 30 U/L

Hepes buffer 50mmol/L; adencsina deaminasa = 130 U/L

(ONTROLDE CALIDAD

B use de controdes debe ser practica rutinera en el laboratono. Para Control interna de
Calidad del laboratonose recomienda el use del contrale siguiente:

Calibrador — ADA CAL O 0 W
Controd Nivel 1 — ADA CONTROL 1 REF O 0 W
Controd Nived 2 = ADA CONTROL 2 X0

KATERIAL NEC ESARIOD PARA REALF AR EL ENSAYD

= Espectrofotémetro o fotémetro para lectura en 546 nm.

» Bafiode sgus termostétion a 37°C y tubos de ensayo.

* Pipetas devidrko e automdticas, rebsj o crondm etra,
PROCECIMIENTO DF ENSAYOD, CALCULOS EINTERPRETAQON
) PROCEDNMIENTD DE ENSAYD

Este producto es automatzado en la mayoria de los analzadores. Los protocalos estdn
disponibles enwww.biotecnica ind br
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Tipss de reaccidn Cinética / Crescente
Longitud de onda 548 nm
Temperatura a7

Volumen de muestra® 5 pl
Wolumen de R1* 180l
Inaibaciin K1 + Muestra 00 3egundos
Wolumen de R2* 90l

Incubaciin K1+ Muestra + B2 2103egundad
Medir |a absorbancia continuamente por 30 segundad
Calibraddn 2 pontod

*Los va imenes pueden ser modificados desde que mantenida la proporcidn establecida.
B} CALCULDS

B equipo @boula sutomd ticamente la concentracidn del analito en cada muestra.

0} INTE RFRETAQION

la adenosina deaminasa |ADA] es ampliamente distribuida en varios tejidos del cuenpo
humana, stendoencontrada principalmente en bos infoatos T, Actvidad aumentada de la
adenosina deaminasa del suerc es chservada en la hepatitis aguda, fibrosis hepatica
aloohdica, hepatitis crdnica sctiva, cirfos, hepatitis viral y puede ser observada en el
exudado de tuberculosis. En conjunto con ALT u w-GT, la deteccion de ka actividad de la
adenosina deaminasa del suerc en padentes es de gran valor para el diagnéstico de
enfermedad del higade v su determinackin en otras muestras de fluido corporal puede
ayudar a diferenciar el diagnostics de tubernculosis.

CARACTERISTICAS DE DESEMPERD

Interval o Oper acional
3.0 a 2000 UL
Para valores superiones al del intervalo operagonal, diluir ba muestra con Nall 150 mM
10,9% ] realizar nuevo ensayo y multiphcar el resultado por & factor de dilucidn.

Sensibilidad

Limiita de Dt wccidn
0.8 UL

Limitte de Cuantifi@oidn
117 UjL

Espard ficidad Analitica

T — Trighctndes
S0mgldl BOmg/dl 1000 mg/dL
Concentraciones de substandas interferentes hasta los  wvalores presentados
anteriormente no prowocan cambios significativos em bos resul tados. Para medicamentos,
wonsultar la referenaa recomendada (Young, 2000,

Acido Ascbrbico

H
Har

Exactitud
Nimers de Muestras A mestras
Ecuacidn de regresidn v = 10224 + 00066
Coeficiente de Cornelacidn (R) 10,9994

la preciskin del products fue svaliada con el material de referenca BOR-647, en el nivel
de decisdn de 30,6 UL, slendo el error sistemdtco total de 1,.53%.

Pradsidn:
los estudios de precisidn intra-ensayo fueran realizados con 20 muestras en una carrera
analitica; los de precisidn inter-ensay o fueran realizados wn 5 repeticiones por 5 dias.

Precisién Intra-Ensaye | Precisibn Inter-Ensays
Musests as (U
WA ot [ ovea | soiwn [ ovis
300 0,170 0,50 0,030 L7
140,0 0,285 0,20 0,110 0,51

Cv: Coefiaente de vaniacking S0 Desviackin esténdar.

RIESG06 RESIDUALES, CLIDADDS E PRECALQONES

» Utilizar los EPTs de acuerdo conlas Buenas Précticas de laboratorio Clinica.,

+ Seguir los requistos estableddos en las Buenas Pricticas de Laboratorio Clinico para el
agua utilizada en el labor atorio.

= No mezclar reactivos de lotes diferentes o ambiar las tapas de bos frascos, a fin de
evitar contaminacidn cruzada. No usarel reactive cuando presente carad entstica visual
en desatuerdo con ko epecificado en la FISPO del producto.

+ Evitar dejar los reactivos fuera de las condiciones de almacenamiento especificadas.

* El nivel de agua del bafio maria debe ser superior al de los tubos de ensayo que
contienan las reacciones.

INTERV ALD DE REFEREN QA

Suer oy Plasma 0-15 U/
Liguido Meural 0- 30 UL
Fluido Cerelr oesmnal 0-9UfL

Estos valores son dnicamente para orientaddn, siendo recomendable que cada
laboratarioestablezca su propicintervale de referencia.

BIOTECHICA INDUC OM. LT Duk - CHPJ: 025340680001/20. Aversda Washington Ribaira, 200 - Industrial Maguel dea Luca
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ALERTAS ¥ PRECAUCIONES PARA EL DESCARTE DEL PRODUCTOD

* Las informaciones de Desarte, Segundad y Primercs Socomos estdn descritas en la
Ficha Individual de Seguridad de Productss Quimicos (FISPO) de este products,
disponibie en www. ictecnicaind br o por o teléfono +5535 3214 4645,

Desechar las sobras de las rescciones de acuerdo con las Buenas Practicas de
Laberatorie Clinice (BPLL) y Programa de Gestidn de Residuos de Servicie de Salud
{PGRES),

GARANTIADE CALIDAD [ SAC - SERVICID DE ASISTECIA AL CLIENTE

los resctives Biotécnics son produckdos de acverdo <on las Buenas Pricticas de
Fabricadidn & otras regulstionss vigented. Su deempefio e stegurado sempre que se
sgalas instrucciones de ba Biotécnica. Cualquier duda en la utilizacidn de este kit, entrar
en cantacte wn la Asesoria Jentifica de la Bictécnica Lida, a través del teléfono +55 35
3214 4646 o por & & mail sac@biotecnicaltda com. br

APRESENTACOES / PRESENTATIONS f PRESENTACIONES

Rl 2x 15 ml

A2 1x15mL

1 LAL lxlml
ADACONTROL 1 1xlmL

ADA CONTROL 2 1xlmL
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TARELADE SIMEOLOS IN TERNACIDNAIS / TABLE OF INTERNATIONAL
SYMBOLS f TABLA DE SIMBOLO'S INTER KACK NALES
Consultar asinstrugdes para

Descartar
Ut‘ﬂﬁﬂ corretam ente
[:B] Consult instruetions for use DEspose mreparhy
Consiitense Lasinstruces
fiae Desechar
Namera de @tikge
||||1: Catalog number
Nimero de @tilogo
e ey
LOT| [Baichcode limita tion
cadigode lote .

Produto para a sadde para

diagnésties in vive vaidade

x| 11|~ 7] =

Iml In Vitro Diagnostic medical Use by date
m:,m«mmmm Fechade Caduddad
i inwvira
C Nocivo / Irritante
Icul_l Callibratar Harmiul / Irritant
C Mocive / Irr itante
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