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RESUMO

As leishmanioses constituem um grupo de doencas infecciosas de transmissao vetorial,
causadas por protozoarios do género Leishmania que acometem o ser humano e
animais. No Brasil, a leishmaniose cutanea (LC) é uma doenca com registro de casos e
de vetores em todo territério nacional. A Ulcera tipica da leishmaniose cutédnea é
arredondada, indolor, base infiltrada e endurecida, bordas bem delimitadas e elevadas,
variando de uma a poucas lesdes na maioria dos casos. A pesquisa direta de formas
amastigotas, com o auxilio da microscopia otica, € 0 método mais simples e tradicional
utilizado no diagnostico da doenca. Consiste em pesquisar o parasito em material
obtido de escarificacdo da borda das lesdes, sem a necessidade de anestesia local. A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem alcancando cada vez mais aplicabilidade
no campo do diagnoéstico das leishmanioses, principalmente por sua alta sensibilidade,
superando os métodos diretos. O exame histopatoldgico, apesar da baixa sensibilidade
para o diagndstico da LC, é util no diagnéstico diferencial, além de permitir estudar os
tipos e a distribuicdo de células na lesdo. Segundo as recomendacdes da Organizacdo
Mundial de Saude, o local de eleicdo para coleta de material para diagnéstico da LC é a
borda da leséo, pois supfe-se que essa localizagdo contenha a maior quantidade de
parasitos. Entretanto, alguns autores tém observado uma maior carga parasitaria na
borda interna da lesdo quando comparado com a borda externa. No Brasil, 0 Ministério
da Saude recomenda a borda interna. Este estudo tem como objetivo avaliar
comparativamente a carga parasitaria e o perfil histopatolégico na borda interna e
externa de lesbes cutaneas ulceradas de LC. Para avaliar a diferenca quantitativa nas
duas localizacdes, foi utilizada a PCR quantitativa (QPCR). O DNA foi extraido de
material de laminas coletadas previamente, fixadas com metanol e coradas com
Giemsa. A quantificacdo das amostras foi realizada pela gPCR utilizando o sistema
SYBR Green com primers direcionados ao minicirculo do kDNA de Leishmania
(Viannia) braziliensis e gen B-actina. Foram recuperados blocos de parafina de 19
pacientes, dos quais foram preparadas laminas coradas pela hematoxilina-eosina para
avaliacdo semi quantitativa dos tipos celulares presentes em cada um dos locais da
lesdo. Foram analisadas laminas confeccionadas com material proveniente de
escarificacdo das bordas interna e externa, imprint e histopatologia, totalizando 156
laminas provenientes, respectivamente, de 39 pacientes diagnosticados com LC. Tanto
pela qPCR, quanto pelo exame direto foi possivel observar maior carga parasitaria na
borda interna da lesdo em relacdo a borda externa e imprint. Pela andlise
histopatolégica também foi encontrado um maior indice parasitario na borda interna da
lesdo. Apesar da menor quantidade de parasitos por lamina, o imprint permitiu o
diagnéstico em 27 pacientes, comparado com 23 diagndsticos na borda interna. Talvez,
a menor quantidade de artefatos nas laminas de imprint facilite a visualizacdo das
formas amastigotas. Entretanto, o uso da escarificacdo na rotina de diagndstico
apresenta vantagens, por ser uma técnica simples, pouco invasiva, que ndo requer
anestesia e que pode ser realizada repetidas vezes, por profissional ndo médico, em
areas endémicas. Portanto, os resultados sugerem que a escarificacdo da borda interna
da lesdo seja o0 método indicado para coleta de amostras com fins de diagndstico
molecular e exame direto.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of vector borne infectious diseases, caused by protozoa of the
genus Leishmania that affects humans and animals. In Brazil, cutaneous leishmaniasis
(CL) is a disease with registered cases and vectors throughout the national territory. A
typical ulcer of cutaneous leishmaniasis is rounded, painless, the base is infiltrated and
hardened, with well-defined and high edges, varying from one to a few lesions in most
cases. The direct search for amastigotes, by optical microscopy, is the simplest and
most traditional method used in the diagnosis of the disease. The parasite is searched in
clinical specimens obtainained by scrapings in the borders of the lesions, without the
need for local anesthesia. The polymerase chain reaction (PCR) have been increasingly
applied in the field of leishmaniasis diagnosis, mainly due to its high sensitivity,
surpassing the traditional methods. Histopathological examination, despite the low
sensitivity for the diagnosis of CL, is useful in the differential diagnosis, in addition to
allowing the study of cell types and the distribution in the lesion. According to the
recommendations of the World Health Organization, the selection site for the collection
of material for the diagnosis of CL is the edge of the lesion, since it is supposed to
contain a greater number of parasites. However, some authors have observed a greater
parasitic load on the inner edge of the lesion when compared to the outer edge. This
study aims to comparatively evaluate the parasitic load and the histopathological profile
on the inner and the outer edge of skin ulcerated lesions of CL. To assess the parasitc
load difference in these two locations, quantitative PCR (QPCR) was used. DNA was
extracted from material from previously collected slides, fixed with methanol and stained
with Giemsa. We used SYBR Green system with primers directed to the kDNA minicircle
of Leishmania (Viannia) braziliensis and the - actin gen. Slides made with material from
the inner and the outer edge scraping, imprint and histopathology were analyzed,
totaling 156 slides from, respectively, 39 patients diagnosed with CL. Both through
gPCR and direct examination it was possible to observe a greater parasitic load on the
inner edge of the lesion in relation to the outer edge and imprint. Histopathological
analysis also found a higher parasitic index on the inner edge of the lesion. Despite the
lower number of parasites per slide, the imprint allowed the diagnosis in 27 patients,
compared with 23 diagnoses at the inner edge. Perhaps, the smallest amount of
artifacts on the imprint slides facilitate the visualization of some amastigotes. However,
the use of scraping technique in the diagnostic routine has some advantages, as it is a
simple, low-invasive technique that does not require anesthesia and can be performed
repeatedly by a non-medical professional in endemic areas. Therefore, the results
suggest that the scraping technique of the inner edge of the lesion is the recommended
method for collecting samples for the purposes of molecular diagnosis and direct
examination.

Keywords: Leishmania, American cutaneous leishmaniasis, parasitic load, diagnosis
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses constituem um grupo de doencas infecciosas que
representam um problema de saude publica no mundo, ocupando lugar entre as seis
doencas infecto-parasitarias de maior importancia (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2010). As leishmanioses podem ser classificadas como duas doencas
distintas: leishmaniose tegumentar (LT), formas cutdnea e mucosa, e leishmaniose
visceral (LV). Ambas sdo causadas por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos por insetos vetores do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae),
conhecidos como flebotomineos. O ciclo biolégico compreende formas promastigotas e
paramastigotas, flageladas que se desenvolvem no trato alimentar dos flebotomineos, e
formas amastigotas, sem flagelo livre, que parasitam células do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2017).

A LT é difundida nas areas tropicais e subtropicais e € encontrada em 98
paises da Europa, Africa, Asia e América. Entretanto, mais de 90% dos novos casos
ocorrem em apenas 13 paises (Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Etiopia, india, Ird, Peru, Suddo do Sul, Suddo e Siria). Estima-se que
aproximadamente 0,9 a 1,7 milhdes de pessoas séo infectadas a cada ano, porém
apenas uma pequena fracdo desenvolve a doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2010).

A doenca pode ser sub classificada em LT do Velho Mundo e Novo Mundo. A LT
do Velho Mundo é endémica na Asia, Africa e sul da Europa e de forma geral apresenta
cura espontanea podendo nao necessitar de tratamento, enquanto a LT do Novo
Mundo é predominante nas regiées da América Central e América do Sul, pode causar
até mesmo lesdo mucosa, e geralmente requer tratamento parenteral mais enérgico
(KEVRIC;CAPPEL;KEELING,2015).
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No Brasil, a leishmaniose cutanea (LC) é registrada em todos os estados da
federacdo, associada a sete espécies de Leishmania, sendo Leishmania (V.)
braziliensis a espécie mais prevalente (BRASIL, 2017).

A patogenia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) depende de
diversos fatores complexos na relacédo parasito-hospedeiro, dependendo da viruléncia
do parasito e da resposta imune especifica do hospedeiro. Apés o flebotomineo
inocular formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro vertebrado, estes
parasitos se aderem por mecanismos pouco esclarecidos a macrofagos e células de
Langerhans, diferenciando-se em formas amastigotas, que possuem mecanismos de
defesa especificos que permitem sua multiplicacdo por divisdo binaria dentro do
ambiente toxico dos macrofagos, até causar o seu rompimento e posterior fagocitose
por outros macréfagos, propagando a infeccdo e também liberando particulas de

antigenos que vao ativar o sistema imune especifico (BRASIL, 2017).

O periodo de incubacédo da doenca no hospedeiro vertebrado costuma levar de
uma a quatro semanas, porém pode levar anos em alguns casos. A durac¢éo do ciclo de
vida no vetor varia de 4 a 18 dias, dependendo da espécie de Leishmania; pode ser
estendido a baixas temperaturas ou encurtado em altas temperaturas (TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

As manifestacdes clinicas na LTA apresentam amplo espectro, que pode ser um
reflexo da complexa interagcdo entre a resposta imunolégica do paciente e as
caracteristicas genéticas das espécies envolvidas na infeccdo (BRASIL, 2017). A ulcera
tipica da leishmaniose cutédnea é Unica, arredondada, indolor, medindo até alguns
centimetros, base infiltrada e endurecida, bordas bem delimitadas, elevadas e

eritematosas, fundo granuloso e avermelhado (Figura 1).
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Figura 1: Lesado cutanea ulcerada caracteristica de leishmaniose cutanea.

Fonte: Manual de vigilancia da leishmaniose tegumentar, 2017

A leséo tipica de LTA pode ser confundida com outras doencas infecciosas,
principalmente esporotricose. As lesdes cutaneas da LTA ainda podem se apresentar
em formas atipicas como lesdes com diferentes aspectos: verrucosas, eczematoéides,
papulas, placas, entre outras. Esta diversidade de manifesta¢cdes clinicas também deve
ser considerada no diagnéstico diferencial com paracoccidioidomicose, sifilis,

hanseniase, tuberculose cutanea, cromoblastomicose, entre outras (de MELLO, 2015).

A leishmaniose mucosa (LM), também conhecida como “espundia”, € uma forma
clinica que acomete as vias aéreas superiores (geralmente regido nasal podendo afetar
até a laringe) e a cavidade oral. O tratamento para LM € mais demorado e apresenta
maior frequéncia de recidivas. O diagnostico parasitologico direto é dificil devido a baixa
carga parasitaria nestas lesdes, sendo geralmente necessarios outros métodos mais
sensiveis como cultura ou PCR (JARA et al., 2013; BRASIL, 2017).

No Brasil, dentre os farmacos de primeira escolha preconizados pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2017) para o tratamento da LTA esta o antimoniato de meglumina
(AM), um pr6 farmaco que tem como mecanismo de acgdo a inibicdo do processo de
glicogendlise e de oxidacdo de acidos graxos dos parasitos (HALDAR; SEN; ROY,
2011). Segundo o Manual de Vigilancia em Leishmaniose Tegumentar, a dose
recomendada deste farmaco é de 10 mg a 20 mg Sb*®/kg/dia, apresentando efeitos

adversos que dificultam a adeséo e tratamento (BRASIL, 2017).
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Alguns estudos foram realizados visando contornar estes efeitos adversos,
utilizando esquema de baixa dose, 5mg Sb®°*/kg/dia e via intralesional, apresentando
bons resultados e maior seguranca em pacientes idosos ou com comorbidades
(OLIVEIRA-NETO et al., 1996; OLIVEIRA-NETO et al., 1997, CATALDO et al 2018,
DUQUE et al 2019). Estudos tém demostrado que nao ha diferenca significativa entre o
tempo médio de cura entre dose baixa e dose padrdo de AM (SCHUBACH et al. 2005;
SAHEKI et al. 2017), Vale ressaltar que no ano de 2017 o tratamento intralesional,
assim como o tratamento sistémico com baixa dose foram reconhecidos como

alternativas no tratamento de LC pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

1.2.DIAGNOSTICO

Na LC os padrbes clinicos e epidemiolégicos sdo diversos, por essa razdo, o
diagnéstico nem sempre é uma tarefa facil devendo sempre que possivel estar apoiado
nos exames laboratoriais, aspectos clinicos e evidéncias epidemiologicas. Uma
importante ferramenta para o diagnéstico laboratorial, o antigeno para realizacdo da
intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) teve sua producédo industrial descontinuada
(BRASIL, 2015) e neste contexto as técnicas de exame parasitologico diretos se
tornaram ainda mais utilizadas no diagndstico da LC por serem rapidas, de baixo custo,
simples realizacdo e por fornecer um diagndstico de certeza (BRASIL, 2017), pois se
baseiam na visualizagdo de formas amastigotas de Leishmania, que apresentam
tamanho entre 2-4 um, membrana celular bem definida, nucleo circular e cinetoplasto

em forma de bastao, levemente mais escuro que o ndcleo (ROSS, 1903).

Os métodos mais tradicionais de confeccdo de laminas para o exame direto sédo
por impressédo do fragmento tecidual (imprint) e por distensdo de material obtido por
escarificacdo da borda da leséo. Para preparacao do imprint é realizada uma biopsia da
leséo, e o fragmento de tecido coletado é levemente pressionado sobre lamina de vidro.
Este método tem como desvantagem incluir etapas de anestesia, excisdo cirdrgica do
fragmento tecidual e sutura, procedimentos privativos do profissional médico. O exame

direto de material obtido por escarificacdo da borda da lesdo com distensdo em lamina
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de vidro, sem a necessidade de anestesia local, constitui um dos métodos mais simples
e mais antigos a ser utilizado no diagndstico da leishmaniose (SILVA, 1915). Este
método permanece ainda como o mais acessivel para o diagnostico definitivo da
leishmaniose (RAMIREZ et al., 2000; BRASIL, 2017). Como desvantagens da
escarificacdo, podemos citar a baixa qualidade do material coletado (debris celulares).
Outras técnicas de coleta de material também s&o descritas na literatura, como
aspiracdo por agulha fina, swab, teste de Tzanck ou sonda dentaria (de MELLO, 2015).
Todos os métodos mencionados empregam preparacdes em laminas de vidro, fixadas e
coradas com misturas derivadas de Romanowsky (DE MELLO et al., 2011; ADAMS et
al., 2014).

A sensibilidade do exame direto depende de diversos fatores, que incluem a
carga parasitaria, regido de coleta da amostra, qualidade do material coletado e a
experiéncia do profissional responsavel (de MELLO et al., 2011). Apesar de
proporcionar um diagnostico de certeza, a leitura das laminas é demorada e exaustiva,
principalmente em areas endémicas para Leishmania braziliensis, cuja infeccdo cursa

com baixa carga parasitéria na lesédo (de MELLO, 2015).

Dentre os métodos parasitoldgicos, a cultura € um método indireto de deteccao
de parasitos. Geralmente utiliza-se 0 meio de cultura Neal, Novy e Nicolle (NNN) +
Schneider® no qual a amostra clinica é incubada em estufa a temperatura de 24-26°C.
Quando os exames sao positivos, geralmente a partir do quinto dia, é possivel
visualizar formas promastigotas a fresco, por microscopia 6tica (BRASIL, 2017;
MADEIRA et al., 2006). Adicionalmente, os parasitos isolados podem ser
criopreservados para posterior identificacdo da espécie e outros estudos (HANDLER et
al., 2015).

Na LC devido aos baixos titulos de anticorpos circulantes os testes soroldgicos
pouco auxiliam no diagnostico. Geralmente, sdo utilizados o teste de
imunofluoroscéncia indireta e o ensaio imuno enzimatico (ELISA). Sao relatadas

reacoes cruzadas, principalmente com doenca de chagas, esporotricose e
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paracoccidiomicose (BARROS et al, 2005; MALCHIODI et al, 2008; SZARGIKI et al,
2009).

O exame histopatologico constitui outro método diagnéstico que, apesar de
apresentar baixa sensibilidade para visualizacdo de formas amastigotas, € importante
no diagnostico diferencial e por permitir estudar o infiltrado inflamatério produzido
durante a infeccdo por parasitos do genéro Leishmania. As alteracdes histopatologicas
na LC podem ser visualizadas em cortes histologicos corados com hematoxilina e
eosina e sdo caracterizadas por uma reacdo inflamatéria crbénica, geralmente
granulomatosa, com a presenca de linfécitos, plasmocitos e macréfagos, podendo
haver areas necréticas focais. Formas amastigotas podem ser encontradas livres e no
citoplasma de macré6fagos como organismos arredondados, com um nucleo circular, um
cinetoplasto em forma de bastdo e cercados por um halo claro em volta da membrana
celular (BOER 2006; QUINTELLA et al, 2011).

Algumas classificacBes histopatoldégicas da LC foram propostas como a de
BRYCESON (1969) que propde uma classificagdo baseada em estudos de casos da
forma difusa da doenca encontrados na Etiépia. Devido a raridade desses casos no
Brasil e pelo fato de ndo discutir fenbmenos necréticos, comuns nesse Pais, essa
classificacdo foi pouco aplicada aqui. Ridley & Ridley (1980) fundamentaram sua
classificagcdo em fenbmenos necroéticos utilizando amostras do Brasil, América Central e
Velho Mundo e classificaram os casos em trés grupos basicos: resposta macrofagica
intacta, necrose difusa e necrose central. Por ter se baseado em um grupo heterogéneo

essa classificacdo também néo refletiu os casos encontrados no Brasil.

Finalmente, Magalhaes et al. (1986) em um classico estudo, analisaram biépsias
de 378 pacientes infectados com L. braziliensis, cujas alteracbes dérmicas ou do corion
da mucosa, permitiram a classificagdo dos achados histologicos em cinco grupos: tipo I,
apresentando reacdo exsudativa celular devido a infiltracdo de linfécitos, histiocitos e
plasmocitos sem granuloma; tipo I, que exibe reagdo necrética exsudativa

caracterizada por infiltragdo celular e necrose sem granulomas; tipo Ill, que apresenta
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granuloma necrotico e exsudativo, que corresponde ao padréo de reacdo inflamatoria
necrotica e crénica; tipo IV, na qual € possivel visualizar reacdo granulomatosa
exsudativa, com granulomas desorganizados e sem necrose; e tipo V, exibindo uma
reacdo tuberculdide exsudativa com granuloma tuberculdide habitualmente organizado.
Através desse estudo, foi possivel afirmar que o padrdo de reacdo exsudativa celular
constitui o quadro inicial e final da lesdo, com os demais padrdes aparecendo
interpostos durante a evolugcdo da doenca. O tipo encontrado e documentado com
maior frequéncia em pacientes com lesdo ulcerada de LC tem sido o tipo IV. E
importante ressaltar que pode haver mais de um padrdo histolégico no mesmo
fragmento tecidual conforme descrito por Quintella (comunicacdo pessoal, 20 de
novembro de 2019).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem alcancando cada vez mais
aplicabilidade no campo do diagnostico das leishmanioses. Uma das principais
vantagens do uso da PCR é a possibilidade de deteccdo de DNA do parasito mesmo
quando ha baixa carga parasitaria, superando nesse sentido os métodos tradicionais
(PIRMEZ et al, 1999; FAGUNDES et al, 2010; CRUZ et al., 2013; BRASIL, 2017). A
técnica procura reproduzir 0 que ocorre na natureza e consiste na amplificagao “in
vitro”, de forma exponencial, pela enzima tag DNA polimerase, do material genémico
do parasito e posterior visualizacdo dos produtos amplificados em gel de agarose
corado por intercalantes fluorescentes de DNA. Métodos baseados na PCR sao
também utilizados para caracterizacdo de parasitos e estimativa de carga parasitaria,
alcancando aplicabilidade em estudos epidemiolégicos, monitoramento de tratamentos

e ensaios de eficacia de medicamentos (CRUZ et al., 2013).

Para a determinacéo da carga parasitaria, utiliza-se a PCR quantitativa (QPCR),
gue permite o monitoramento da amplificacdo empregando marcadores fluorescentes.
Tal metodologia permite que os processos de amplificacdo, deteccéo e quantificacao de
DNA sejam realizados em uma Unica etapa tornando a técnica extremamente rapida,
menos trabalhosa, e com menor risco de contaminagdo tendo em vista que os tubos

permanecem fechados durante todo o processo e dispensa a necessidade de
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eletroforese em gel (WORTMANN et al.,, 2001; WORTMANN et al., 2004). A PCR
convencional utiliza a amplificacdo pela enzima taq DNA polimerase, entretanto a
deteccdo da amplificacdo em tempo real se baseia na atividade exonucleasica 3'-> 5’
da enzima para ativar a fluorescéncia de sondas tipo tagman ou pela detec¢cdo néo
especifica através da utilizacdo de corantes fluorescentes intercalantes de dupla fita
como o Sybr green ou Eva green®. O uso de corantes néo especificos para deteccéo da
amplificac@o diminui os custos da reagéo tornando-a mais acessivel, entretanto torna
necessaria a realizacdo da curva de dissociacdo na qual através da variacdo de
temperatura (65°C a 95°) é possivel determinar a temperatura de dissociacdo dos
primers e suas sequéncias alvo e assim analisar se houve a formag&o de sub produtos

e/ou formacgéo de dimeros de primer.

Esta tecnologia esta se tornando disponivel em varios paises e € recomendavel
gue seja aplicada em laboratérios centrais em paises endémicos para leishmanioses
(WEIRATHER et al., 2011).

Para realizar a quantificagdo existem duas maneiras: a quantificagdo absoluta e
a relativa. A quantificacdo absoluta permite calcular com exatiddo o niumero de cépias
de uma determinada amostra através de uma curva padrdo, que também fornece
parametros da qualidade da reacdo como eficiéncia e coeficiente de linearidade. A
curva padrao é obtida pela diluicdo seriada a partir de concentracdo conhecida de DNA
gendmico purificado e, para cada concentracdo da diluicdo, € gerado um ciclo de
quantificacdo (Cqg) correspondente. Ao final da reacdo tem-se uma reta calculada a
partir da relacdo entre a concentracdo de DNA obtido e seu respectivo Cg. A reacédo é
considerada aceitavel quando o coeficiente de linearidade (r?) da curva é = 0,98 e com
eficiéncia entre 90% a 110%. A quantificagéo relativa geralmente é utilizada para avaliar
mudancas na expressdo génica de uma determinada amostra em relagdo a outra de
referéncia, podendo ser utilizada curva padrdo ou A ACT(2-44CT) método comparativo.
Os resultados sé@o expressos em diminuicdo ou aumento da expressao génica de um
determinado gene em relacdo ao gene de referéncia. Neste tipo de estudo geralmente &
utilizado um gene normalizador para controle (THERMO FISHER, 2016).
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A primeira reacdo de qPCR para diagnostico de leishmaniose foi realizada por
Wortmann et al., (2001) utilizando o sistema tagman e primers direcionados para a
regido da subunidade menor do RNA Ribossomal. Desde entéo diversos alvos tém sido
utilizados para quantificacdo de espécies de Leishmania por SYBR Green, como
microsatélites, sequéncias teloméricas, DNA polimerase, Glicose-6-fosfato
desidrogenase, proteina do choque térmico, miniéxon, “internal transcribed spacer”
(ITS), subunidade menor de RNA ribossomal (SSR) e kDNA.

Dentre todos os alvos o mais explorado tem sido o KDNA, uma estrutura
presente em todos os seres da ordem dos Kinetoplastea e constituem uma rede de
DNA mitocondrial no cinetoplasto, organizada em aproximadamente 20-30 maxicirculos
(20-40kb) e 10.000-20.000 minicirculos (0,5-2kb), apresentando regides conservadas
intercaladas a regides variaveis. As regides conservadas do minicirculo contém trés
blocos altamente conservados (‘conserved sequence blocks” - CSB) que estdo
divididos em CSB-1, CSB-2 e CSB-3. A regido conservada KDNA vem sendo utilizada
como alvo molecular de escolha em estudos de avaliacdo de diversidade genética entre
diferentes espécies de Leishmania e quantificacdo de carga parasitaria em diferentes
amostras clinicas (PRINA et al., 2007; WEIRATHER et al., 2011; JARA et al., 2013;
CECARRELI et al., 2014; SUAREZ et al., 2015; PITA-PEREIRA, 2016; OLIVEIRA et al.,
2017; GALLUZI et al., 2018; MOUSAVI et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Na LC as manifestagOes sistémicas s&o limitadas e por conta disso o material
para diagnodstico laboratorial deve ser coletado diretamente da lesdo cutanea. A
orientacdo da Organizacdo Mundial de Saude € que o material seja coletado da borda
da lesdo ulcerada da lesdo por considerar que esse € o local com maior densidade
parasitaria na lesdo (TECHNICAL REPORT SERIES, 1990). Entretanto a dispersao dos
parasitos na lesdo de LC tem sido reavaliada através do emprego de diferentes
meétodos e diferentes autores tém observado maior densidade parasitaria na borda
interna e até mesmo no centro da lesdo (RAMIREZ et al., 2000; MELLO et al, 2011;
ADAMS et al., 2014; SUAREZ et al., 2015). Tais observacfes podem impactar na
escolha do local de coleta de amostras clinicas para o diagndstico.

Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, de Mello et al. (2011)
avaliaram 110 pacientes com lesdo cutanea ulcerada e compararam o exame direto
com material obtido por escarificagdo realizada na borda interna e externa da leséo.
Foram considerados positivos, pelo isolamento em cultura, 39 pacientes. A
sensibilidade do exame direto nos esfregacos obtidos por escarificacéo foi de 62,5% na
borda interna e 42,5% para o procedimento realizado na borda externa da lesédo. As
laminas de escarificacdo preparadas com material coletado a partir de escarificacdo da
borda interna da lesdo quando comparadas com as da borda externa da leséo, de
maneira geral, apresentaram maior quantidade de células brancas e menos hemécias
permitindo uma melhor visualizacdo do campo microscépico. Tendo em vista esses
resultados alguns pontos ainda precisam ser esclarecidos tais como: a maior
sensibilidade encontrada no exame direto na borda interna da lesdo, podera ter sido
devido a melhor qualidade das preparacdes ou a maior quantidade de parasitos? A
carga parasitaria no material coletado por imprint € maior que no material coletado pela
escarificagdo? Qual € o melhor local para coleta de amostras para realizacdo de
ensaios moleculares? Também €& importante conhecer a distribuicdo celular e
parasitaria na lesédo, pelo exame histopatologico, na borda interna e externa da lesao

cutanea ulcerada.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Quantificar a carga parasitaria em amostras coletadas da borda interna, externa e
imprint de lesGes de LC ulceradas utilizando a técnica de PCR quantitativa e avaliar o
perfil de distribuicdo celular e parasitario na borda interna e externa de lesdes de LC

ulceradas pelo exame histopatoldgico
3.2.ESPECIFICOS

e Padronizar a extragdo de DNA a partir de laminas de escarificagédo e imprint

e Descrever a carga parasitaria em amostras obtidas pelos procedimentos de
escarificagéo e imprint

e Avaliar a concordancia dos valores de carga parasitaria em amostras obtidas por

procedimento de escarificagcdo e por imprint

e Descrever os tipos celulares presentes nas bordas da lesdo cutanea ulcerada ao

exame histopatolégico.

e Associar a carga parasitaria encontrada do tratamento com o tempo de evolucao
de lesdo, o desfecho clinico e com o numero de caselas positivas para formas

amastigotas ao exame direto nas laminas de escarificagéo e imprint.
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4, METODOS

4.1.DESENHO DO ESTUDO

Andlise transversal de um estudo de coorte para avaliacdo da carga parasitaria
em amostras obtidas por escarificacdo da borda interna e externa e por imprint de leséo

cutanea ulcerada de LC.

4.2.LEITURA DAS LAMINAS DE ESCARIFICACAO E IMPRINT

As laminas de imprint e distens&o dos escarificados foram fixadas por metanol,
coradas pelo Giemsa e lidas em microscoépio 6tico com aumento de 1000x em objetiva
de imersao. A presenca de formas amastigotas em cada uma das caselas e 0 somatério
do numero de caselas positivas foram registrados durante a leitura microscopica e 0s
resultados foram comparados entre as laminas de escarificacao de Bl, escarificagdo de
BE e imprint.

4.3.CASUISTICA

A populacéo foi constituida a partir de uma coorte de pacientes com diagndstico
confirmado de LC, atendidos no Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em

Leishmanioses no periodo de 2009-2010 no Rio de Janeiro, Brasil.

O diagnéstico foi confirmado por isolamento de formas promastigostas de
Leishmania spp. em cultura. Foram excluidos casos que ndo foram caracterizados
como Leishmania (Viannia) braziliensis na eletroforese de enzimas. Segundo estudo
anterior conduzido por de Mello et al. (2011), nessa coorte foram obtidos 39 casos

confirmados de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Para cada paciente, foi preparada uma lamina por distensdo do material obtido
por escarificacdo de borda interna (BI) e uma lamina com material de borda externa
(BE) da lesdo. Também foi preparada uma lamina de imprint, com fragmento tecidual
coletado por bidpsia realizada no mesmo local escarificado, e uma lamina para exame

histopatol6gico. Ao todo foram avaliadas 156 laminas, sendo 39 para cada um dos
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quatro testes (escarificacdo BI, escarificacdo BE, imprint e exame histopatologico).
Todas as amostras foram processadas no estudo anterior e encontravam-se estocadas

até o presente estudo.

4.4. TAMANHO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo transversal de dados de uma coorte e por isso nao foi
calculado tamanho amostral para o presente estudo. Foram obtidas 39 amostras que

atendiam aos critérios de inclusdo e exclusao.

4.5.CRITERIO DE ELEGIBILIDADE E SELECAO DA AMOSTRA

Foram considerados elegiveis todos os pacientes adultos, apresentando lesdes
cutaneas ulceradas que tiveram amostras clinicas coletadas para escarificacéo, cultura,
imprint e exame histopatologico e com o termo de consentimento livre e esclarecido

para coleta dos materiais (anexo 1).

4.6.VARIAVEIS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

As informac0es referentes as variaveis: data de nascimento, sexo, local provéavel
de infeccdo, tempo de evolucao, tratamento e localizacdo da lesédo de cada paciente

foram recuperadas a partir dos prontuarios dos pacientes.

4.7.MATERIAIS, PROCEDIMENTOS E TECNICAS

4.7.1. Coleta de material

Em estudo anterior (de Mello et al.,, 2011) a escarificacdo foi realizada nas
bordas internas e bordas externas de lesGes ulceradas de pacientes com suspeita
clinica de LC. Apoés a realizacdo da escarificacdo foi realizada a biopsia abrangendo
ambos os locais escarificados. Esse fragmento de tecido foi utilizado para preparagéao
do imprint, cultura e exame histopatoldgico. Para preparacdo da escarificacdo e imprint

foram utilizadas laminas com 12 areas demarcadas (caselas) e todas as areas foram
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preenchidas com material coletado da lesdo, os fragmentos de tecido utilizados na
preparacdo do imprint foram obtidos por bidpsia com punch 5mm, englobando 2/3 de

borda externa e 1/3 de borda interna da lesao (Figura 2 e 3).

Figura 2: (A) Representacéo esquematica dos locais da lesdo onde foram realizadas as coletas e (B)
lamina com areas demarcadas utilizada para preparacédo da escarificagdo e imprint.

A / Bidpsia (Fragmento retirado do local onde B

foram realizadas as escarificagdes )

OO0OO0OO0O0O0
OO0O0O0OO0O0

‘! Escarificagdo — Borda interna 1/3
" Escarificacéo — Borda externa 2/3

Fonte: de Mello et al., 2011

Figura 3: Coleta de espécimes clinicos de pacientes com leishmaniose tegumentar americana. A:
Escarificacdo de borda interna e externa da lesdo com auxilio de bisturi. B: Imprint com punch de 5mm.

Fonte: Laboratdrio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em leishmanioses.
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4.7.2. Preparacao das curvas padrao

4.7.2.1. Cultura de Leishmania

Foi utiizada cepa de referéncia de Leishmania  braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) proveniente da Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo
Cruz (CLIOC). Os parasitos foram inoculados em meio Schneider suplementado com
20% de soro fetal bovino, ImM/mL de L-glutamina, 200u/mL de penicilina e 200pug/mL
de estreptomicina e entdo armazenados em estufa a 27°C. No segundo dia foi realizado
um repique aleatdrio, que consistiu na retirada de uma pequena aliquota de parasitos
do meio de cultura anterior para um novo tubo a fim de selecionar o0 maximo de
parasitos na fase log. No quarto dia foi realizado um repique contado no qual retiraram-
se 1x10° parasitos da cultura anterior em um novo tubo de cultivo. No oitavo dia ap6és a
inoculacao, foi realizada a lavagem e posterior ressuspensao dos parasitos em 1mL de
solucédo salina tamponada de fosfato (PBS). A contagem dos parasitos foi realizada
com auxilio de Camara de Neubauer e foi retirada uma aliquota contendo 1x10’
parasitos para extracdo de DNA (ROMAO et al., 2016).

4.7.2.2. Extracido de DNA de Leishmania

A extracdo de DNA das aliquotas de cultura de Leishmania foi realizada com o
uso do kit Qiagen DNeasy blood & Tissue Kit® (Qiagen), segundo recomendacées do
fabricante, sendo a elui¢do final realizada em volume de 100uL. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

4.7.2.3. Extracdo de DNA de tecido humano

Para utilizacdo como controle enddgeno, foi realizada a extracdo de DNA
humano, proveniente de 24 mg de tecido fresco de doador saudavel. A extragdo foi
realizada com o uso do kit Qiagen DNeasy blood & Tissue Kit® (Qiagen), segundo
recomendacdes do fabricante, sendo a eluicdo final realizada em volume de 100uL e

posteriormente armazenadas a -20°C.



28

4.7.3. Padronizacao da curva padrao

Para quantificacdo da carga parasitaria de Leishmania, foram utilizados primers
direcionados a regiao conservada do minicirculo kDNA de Leishmania. Também foram

utilizados primers direcionados ao gene enddgeno humano B-actina, conforme tabela 1

abaixo:
Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para kDNA e B-actina humana
Alvo Sequéncia primer Taf“a”ho Referéncia
amplicon (pb)
KDNA F: 55GAACGGGGTTTCTGTATGC? 20 (LOPEZ et al.,
R: 5TACTCCCCGACATGCCTCTGZ 1993).
B-actina F: 5TAATGTCACGCACGATTTCCC? 60 (RODRIGUES et

R: 5TCACCGAGCGCGGCT3’ al., 2011).

Legenda: Primer F: Forward; Primer R: Reverse

A curva padrao de Leishmania foi construida a partir de uma concentracao inicial
conhecida de x10% copias de DNA de cepa referéncia de L. (V.) braziliensis, onde entdo

foram realizadas diluices seriadas na base 10 até o ponto x1072.

A curva foi validada através de trés reacdes independentes em triplicata, de cada
concentragdo utilizada na curva. Foi realizada a média aritmética dos valores do Cqg a
fim de estabelecer o Cq de cada ponto da diluicdo e determinar o coeficiente de
linearidade (R?) e eficiéncia. A curva é aceitavel quando os valores de eficiéncia se
encontram entre 90 a 110% e o coeficiente de linearidade acima de 0,98 (BUSTIN,
2014).

4.7.4. qPCR

4.7.4.1. Extracdo de DNA de Leishmania sp. presente em laminas de escarificacao

e imprint de lesGes cutaneas ulceradas de LC

Cada lamina apresentava 12 areas demarcadas onde foi depositado o material
coletado. Para extracdo do DNA, as laminas foram limpas suavemente com lenco de

papel e toda a extensdo da lamina foi raspada com auxilio de bisturi e placa de petri
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estéreis. O material retirado da lamina foi acondicionado em um tubo eppendorf com a
devida identificacdo. Para cada paciente foi extraido DNA de borda interna e externa. A
extracdo foi realizada utilizando o Kit ChargeSwitch™ Forensic DNA Purification Kit —
Thermo Fisher Scientific com as seguintes modificagdes no protocolo: incubagcdo com
0s reagentes Lysis buffer e proteinase K a 55°C overnight e volume final de eluicdo de
50uL. O DNA isolado e purificado foi quantificado por fluorimetria utilizando o Qubit

Fluorimetro 3.0 e posteriormente armazenado a -20°C.

4.7.4.2. Controle endbégeno da rea¢do de qPCR

Para excluir resultados falso-negativos devido a baixa eficiéncia da extracdo de
DNA ou a presencga de inibidores de PCR, foi realizada quantificacdo do gene B-actina
humana de todas as amostras. Como controle dessa reacao foi utilizado DNA extraido
de 24 mg de tecido fresco de doador saudavel com o uso do kit Qiagen DNeasy blood &
Tissue Kit® (Qiagen), segundo recomendacdes do fabricante, sendo a eluicdo final

realizada em volume de 100puL e posteriormente armazenadas a -20°C.

4.7.4.3. Quantificacdo absoluta da carga parasitaria

A quantificacdo absoluta da carga parasitaria foi realizada através da
amplificacdo da regido conservada do minicirculo kDNA de Leishmania. A qPCR do
gene de B-actina humana foi realizada para confirmar a presenca de DNA humano da

amostra e avaliar a eficiéncia da extragao.

A cada corrida foi realizada a curva padrdao de Leishmania utilizando as
concentracbes de x10% até x102 em duplicata técnica, as amostras dos pacientes foram
diluidas em 1:5, para diminuir a concentracdo de possiveis inibidores, e realizadas em
triplicata técnica. também foram utilizados controles negativos em duplicata, “No

Template Control” (NTC — Apenas reagentes da PCR sem DNA).

Para cada amostra, foram utilizados dois primers distintos, um direcionado ao
alvo Leishmania e o outro a B-actina. A qPCR foi realizada utilizando 5upL de
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 0,3uM de cada primer direcionado ao alvo



30

kKDNA, 0,5uM de cada primer direcionado ao gen B-actina e 2,5 uL de DNA em um
volume total de 10uL. As reacOes foram realizadas em pocos separados. Foi utilizado o
termociclador StepOne® Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e a amplificacao
realizada conforme a seguir: 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apds a amplificacdo uma curva de dissociacéo
foi gerada em uma etapa inicial de desnaturacéo a 95°C por 15s, seguida de diminuicao
da temperatura para 60°C por 1min e posterior aquecimento até 95°C com incremento
de 0,5°C/5seg. O célculo da temperatura de dissociacdo de cada amplicom foi realizado
diretamente pelo software do equipamento. A curva de dissociacdo tem a finalidade de

verificar a especificidade do amplicon e a presenca de dimeros.

A carga parasitaria de cada amostra foi obtida pela razdo entre o numero de
equivalentes de parasitos obtidos na qPCR e a concentracdo do DNA total de tecido
extraido, multiplicado pelo volume de DNA colocado na placa (2,5uL). Os resultados
foram expressos como equivalentes de parasito por pg de tecido de acordo com a
formula na figura 4.

Figura 4: Célculo da carga parasitéaria. Resultqgos expressos em equivalente de parasito por ug de
tecido.

Eq parasitos Quantificacdo kDNA 10°
= *

ugtecido ~ Concentracio DNA extraido * 2,5

So6 foram consideradas para quantificacdo amostras cujo Cqg se encontraram

dentro da faixa quantificavel pela curva padréo.

O software integrado ao sistema Stepone® (StepOne Software v2.3) armazena as
informagdes coletadas durante o processo de amplificacdo, particularmente a
intensidade da fluorescéncia dos corantes e os ciclos realizados, permitindo a andlise
computadorizada dos resultados. O limiar (“threshold”) foi determinado na etapa de
validac&o da curva padréo buscando o valor de corte (“cut-off)” que apresenta o melhor
desempenho. As amostras foram consideradas positivas quando todas as replicatas

cruzaram a linha do threshold e atingiram Cq abaixo de 35 ciclos.
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4.7.5. Analise Histopatoldgica

A amostra coletada foi fixada em formalina tamponada neutra a 10% e
processada para emblocamento em parafina. As amostras emblocadas em parafina
foram processadas em cortes de 5 um de espessura, com o auxilio de micrétomo,
coradas pela hematoxilina-eosina e observadas ao microscoépio 6tico. Foi realizada uma
avaliacdo das caracteristicas histopatologicas gerais de cada amostra e das alteracdes
histopatologicas segundo BRASIL, 2006 (quadro 1). Também foi feita andlise
semiquantitativa dos principais tipos celulares nas bordas interna e externa.
Adicionalmente, foi avaliado em aumento de 1000x e no campo microscépico de maior
positividade o numero de formas amastigotas totais e por vacuolos parasitéforos na
borda interna e externa da lesdo. O indice parasitario utilizado foi adaptado segundo
estudo anterior (QUINTELLA et al., 2011). As variaveis analisadas estdo descritas no

quadro 1.
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Quadro 1: Variaveis histopatoldgicas analisadas em cortes histologicos provenientes de leséo cutanea

ulcerada de 39 pacientes com diagnostico de LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Caracteristicas gerais

Hiperplasia escamosa Presente
pseudoepiteliomatosa (HEPE) Ausente
Presente
Ulcera bem caracterizada

Ausente
Presente

Tecido de Granulagéo
Ausente
Presente

Necrose

Ausente

Borda interna e borda externa

Hiperplasia escamosa

0 Ausente

+ Regular ou Discreto
++ Irregular
+++ Pseudoepiteliomatosa

Reacdo Exsudativa Celular

Inflamagcéo inespecifica

Reacdo Exsudativa e Necroética

Inflamag&o inespecifica com necrose

Reacdo Exsudativa e Necrdtico-
Granulomatosa

Inflamag&o granulomatosa com necrose

Reacdo Exsudativa e
Granulomatosa

Inflamagéo granulomatosa

Reacdo Exsudativa e
Tuberculéide

Granulomas tuberculoides (grandes, coalescentes, com necrose e células tipo
Langerhans)

Reacdo Exsudativa e Sarcoide

Granulomas sarcoides (nus, arredondados, coesos)

Granuloma bem formado

Granuloma bem delimitado, arredondado ou ovalado, células coesas

Granuloma mal formado

Granuloma mal delimitado, formato irregular, frouxo

Tipos de Necrose

Caseosa

Liguefativa

Coagulativa

Fibrinoide

Outra
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0 Ausente
+ Pequena quantidade em poucos campos
Plasmécitos e Linfécitos
++ Moderada quantidade
+++ Grande quantidade em muitos campos
0 Ausentes
+ Isolados
Neutréfilos
++ Pequenos Abscesssos
+++ Grandes Abscessos
0 Ausente
+ Até 05 amastigotas por corte padrdo (4 a 5 mm)
indice Parasitario - De 06 amastigotas por co~rte padréo a 05 por campo de
imersao (x1000)
+++ De 06 a 50 amastigotas por campo de imersao
++++ Mais de 50 amastigotas por campo de imerséo

4.8.PLANO DE ANALISE

A andlise exploratéria dos dados foi realizada pela descricdo das frequéncias e
proporcdes para avaliar o desfecho clinico e positividade das caselas e mediana e
intervalo interquartilico para carga parasitaria e DNA total. A normalidade da variavel
carga parasitaria foi rejeitada pelo teste de Shapiro-Wilk, o que indicou o uso de testes
ndo parameétricos. Para avaliar se houve diferenca significativa entre a carga parasitaria
na escarificacdo Bl, escarificacdo BE e imprint foi realizado o teste de Friedman e no
caso de diferenca significativa o teste de Wilcoxon. Foi avaliada também a diferenca
entre as distribuicbes da carga parasitaria segundo o desfecho clinico (favoravel e
desfavoravel) e tempo de evolucéo da lesdo (até 1 més, de 1 a 3 meses e acima de 3
meses) pelos testes de Kruskal Wallis e Mann-Whitney. No caso de comparacdes
multiplas entre borda interna, borda externa e imprint, apds os testes de Kruskal Wallis
e Friedman, utilizou-se a correcdo de Bonferroni. P-valores <0,05 indicaram testes
estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad 8.2.0 (© 1992-2019 GraphPad Software, Inc.)
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5. RESULTADOS

5.1.PACIENTES

Foram incluidos no estudo 39 pacientes com diagnéstico confirmado de LC por
Leishmania (Viannia) braziliensis e amostras de 19 desses pacientes foram também
avaliadas pelo exame histopatoldgico (Figura 5). Todos os resultados individuais dos 39

pacientes estao descritos no apéndice A.



A maioria dos casos

Figura 5: Fluxograma de inclus@o/exclusé@o de pacientes avaliados no estudo

165 pacientes atendidos no
Laboratorio de Pesquisa Clinica e

Vigildncia em leishmanioses 2009-

2010

110 pacientes apresentaram lesao
cutdnea ulcerada caracteristica de
leishmaniose cutinea

40 pacientes diagnosticados com
leishmaniose cutdnea pelo
isolamento em cultura

39 pacientes caracterizados com
Leishmania {Viannia) braziliensis
foram incluidos no estudo

19 pacientes foram incluidos na
avaliacao histopatoldgica

5.2.VARIAVEIS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

55 pacientes ndo apresentaram
alteracdes clinicas compativeis
com leishmaniose cutidnea

70 pacientes ndo obtiveram
isolamento parasitario em
cultura

1 paciente identificado com
Leishmania {Leishmania)
amazonensis

Em 20 amostras nao foi

possivel distinguir entre borda

interna e externa pelo exame
histopatolagico
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representam homens (69,2%), com uma lesdo somente
(73,4%), em membros superiores (56,4%), com evolucdo de 1-3 meses (53,5%) e com
provavel local de infeccdo no municipio do Rio de Janeiro (43,6%). As variaveis clinico
epidemioldgicas estdo descritas na Tabela 2:



Tabela 2: Distribuicao das caracteristicas clinico-epidemiolégicas de 39 pacientes com diagnostico de
LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Pacientes

Variaveis n=39 %
Feminino 12 30,8
Sexo Masculino 27 69,2
1 Lesao 29 74,3
Namero de lesées 1 a3 lesdes 4 10,2
>3 lesdes 6 15,4
1 més 5 12.8
Tempo de evolugéo das 1-3 meses 21 53,8
lesbes
Acima de 3 meses 13 33,3
Face/pescoco 5 12,8
Tronco 3 7,69
Localizacéo da leséo ]
Membros superiores 29 56,4
Membros inferiores 9 23,07
Rio de Janeiro 17 43,6
Saquarema 8 20,51
Teresopolis 4 10,2
Séao Fidelis 2 51
Bahia/Diuna 1 2,6
Local provavel de Belford Roxo 1 2,6
infeccéao Eunapolis 1 2,6
Nova Friburgo 1 2,6
Nova Iguagu 1 2,6
Pirai 1 2,6
Trajano de Morais 1 2,6
Valenca 1 2,6
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5.3.PADRONIZACAO DAS CURVAS PADRAO

Na validac@o da curva padréo foi obtida eficiéncia média de 97,47% [DP: 2,23],
Coeficiente de correlacdo (R?) de 0.995 [DP: 0,003] (Figura 6). O valor de threshold foi

estabelecido em 0,05. A temperatura de dissociacdo foi de 80,37°C para kDNA e

83,94°C para B-actina (Figura 7).

Figura 6: Validacdo da curva padrdo de Leishmania braziliensis construida a partir de diluicbes seriadas
de x10*até x10-2.

40

304 Eficiéncia: 97.47%

R2: 0.995
20

10

Ciclo de quantificacao

Equivalente de parasito/gg de tecido
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Figura 7: Curva de “Melting” para kDNA (A) e B-actina (B).
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5.4.DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE DNA TOTAL EXTRAIDO DE
LAMINAS ESCARIFICACAO DE BORDA INTERNA E EXTERNA E DE IMPRINT
DE LESOES CUTANEAS ULCERADAS DE LC

Foi realizada a extragdo de DNA proveniente de material de uma lamina de
imprint e duas laminas de escarificacdo por paciente, sendo uma de borda interna e
outra de borda externa. O DNA total extraido e purificado a partir destas laminas foi
quantificado por fluorimetria utilizando o Qubit Fluorimetro 3.0®. A quantificacdo por
fluorimetria do DNA total obtido apds extracao variou de 6,38 a 0,276 ng/pL para borda
interna (mediana: 1,542); 1,914 a 0,172 ng/pL para borda externa (Mediana: 0,612); e
4,34 a 0,004 ng/puL para imprint (Mediana: 0,42).
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5.5.QUANTIFICACAO ABSOLUTA DA CARGA PARASITARIA

Foi possivel realizar a quantificacdo absoluta da carga parasitaria de todos os 39

pacientes na escarificacdo de borda interna, borda externa e “imprint” e todas as

amostras foram positivas na qPCR para B-actina (Tabela 3). Foi observada maior carga

parasitaria na borda interna em relacéo a borda externa e imprint. Nao houve diferenca

significativa na carga parasitaria de imprint em relagédo a borda externa (Figura 8).

Tabela 3: Carga parasitaria de escarificacdo da borda interna, borda externa, e imprint de les6es
cuténeas ulceradas de 39 pacientes confirmados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-

2010).

Sitio de lesao

Carga Parasitéaria

Mediana Valores Interquartilicos Valores maximo e
(25_75%) minimo
Escarificagao 4.91E+04 1,20E+03 - 3,60E+05 1,74E+00 - 5, 77E+06
Borda Interna
Escarificacdo 8,61E+03 5,93E+02 - 7,54E+04 3,56E+01 - 4, 41E+06
Borda Externa
Imprint 5,93E+03 6,00E+02 - 1 46E+05 2.03E+01 - 7,89E+05
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Figura 8: Quantificacdo absoluta da carga parasitaria de escarificacdo da borda interna, borda externa, e
imprint de lesGes cutaneas ulceradas de 39 pacientes confirmados com leishmaniose cutanea, Rio de
Janeiro, Brasil, 2009-2010.

*

{ \

* % %
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Equivalente de parasito/ug tecido

Legenda: Teste de Friedman P< 0,001; Teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni: ***P< 0,001;
*P=0,0029.

5.6.ASSOCIACAO ENTRE CARGA PARASITARIA DE ESCARIFICACAO EM BORDA
INTERNA, BORDA EXTERNA E IMPRINT E DESFECHO CLINICO

O aparecimento de lesdo ha menos de um més foi relatado por 5 pacientes, 21
relataram tempo de evolucdo entre 1 e 3 meses, e 13 pacientes informaram tempo de
evolucdo superior a 3 meses. Nao foi observada diferenca significativa entre carga

parasitaria e tempo de evolucao de leséo (Teste de Wilcoxon).

Quanto ao desfecho clinico, 28 pacientes apresentaram um desfecho clinico
favoravel apos o tratamento (Cicatrizag&o total), enquanto 8 apresentaram um desfecho
clinico desfavoravel ao primeiro tratamento (Reativagdo da lesdo). Todos os pacientes
foram tratados com glucantime. Carga parasitaria elevada na borda interna foi

relacionada a desfecho clinico desfavoravel (P=0,002; teste de Wilcoxon).
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5.7.AVALIACAO SEMI QUANTITATIVA DO EXAME DIRETO

Foi realizada a contagem do numero de caselas positivas nas laminas de

escarificagéo de borda interna, externa e imprint.

De 39 laminas avaliadas, foram obtidos 23 (58,9%) resultados positivos na
escarificacdo de borda interna, na borda externa foram obtidos 17 (43,5%) resultados
positivos, enquanto amostras de imprint apresentaram 27 (69,2%) amostras positivas,
(Figura 9).

Com relacdo ao numero de caselas positivas totais, na regido de borda interna

encontramos um total de 189 caselas positivas, em borda externa 105 caselas

positivas, enquanto no imprint encontramos 149 caselas positivas.

Figura 9: NUumero de caselas positivas pelo exame direto em imprint, borda interna e borda
externa (x1000) de lesdes cutaneas ulceradas de leishmaniose cuténea de 39 pacientes, Rio de Janeiro,
Brasil, 2009-2010.

%k %k
200+
N
(]
=
= 150
o
o
n
] 100
Q
[7})
[+
Q
@ 50
o°
(=]
=
0- T
S
‘\\0 0@ &
&
SRR
P ¥
o o
¥ Q

Legenda: Teste de Friedman P= 0,0092; Teste de Wilcoxon com corre¢do de Bonferroni: **P=0,0040;
n.s: Nao significativo



5.8. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Para todas as caracteristicas analisadas 0 mesmo paciente pode apresentar
mais de um aspecto histopatologico. A Ulcera bem caracterizada e tecido de granulacao
foram encontrados na maioria dos casos. Houve uma predominancia da reacao
exsudativa granulomatosa e presenca de granuloma mal formado nas regifes de Bl e

BE. Foi observado predominancia de necrose caseosa, liquefativa e tuberculdide em BI

e necrose coagulativa em BE. Os resultados estao expressos na tabela 4:

Tabela 4: Variaveis histopatolégicas analisadas em cortes histolégicos provenientes de leséo cutanea
ulcerada de 39 pacientes com diagnostico de LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Alteracdes histopatoldgicas gerais / (n)

Hiperplasia escamosa Presente 9
pseudoepiteliomatosa Ausente 10
Presente 16
Ulcera bem caracterizada Ausente 3
Presente 17
Tecido de granulagéo Ausente 2
Presente 8
Necrose Ausente 11
Alteracdes histopatolégicas por regido da lesédo
Borda Interna (n) Borda Externa (n)
0 5 3
Hiperplasia + 3 14
escamosa 4 2
+++ 9 0
Reacdo Exsudativa Celular 1 1
Reacdo Exsudativa e Necrética 1 0
Reacdo Exsudativa e Necroético- 8 3
Granulomatosa
Reacdo Exsudativa e 18 18

Granulomatosa
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Reacdo Exsudativa e

Tubercoldide 4 2
Reacdo Exsudativa e Sarcoide 1 1
Granuloma bem formado 3 1
Granuloma mal formado 18 18
Necrose Caseosa 8 2
Necrose Liquefativa 2 0
Necrose Coagulativa 0 1
Necrose Fibrinoide 6 3
0 0 0

+
Plasmécitos 0 2
++ 5 6
+++ 10 7
0 0 0

+
Linfécitos 3 4
++ 6 7
+++ 6 4
0 4 8

+
Neutroéfilos 9 6
++ 2 1
+++ 0 0
0 5 8
i + 3 4

Indice

Parasitario - 1 1
+++ 6 2
++++ 4 0

Foi possivel visualizar formas amastigotas em 15 laminas de borda interna e 10
de borda externa conferindo uma sensibilidade de 78% e 52% para 0 exame
histopatolégico, respectivamente.

Na avaliacdo quantitativa de formas amastigotas, o indice parasitario foi maior na
borda interna em relacdo a borda externa (P=0,003; teste de Wilcoxon), assim como o
namero de formas amastigotas por campo (P=0,002; teste Wilcoxon) e numero de
formas amastigotas por vacuolo (P=0,006; teste Wilcoxon). Os resultados individuais

destas amostras podem ser observados no apendice F.
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Os principais achados histopatolégicos encontradas nas amostras podem ser
visualizados nas figuras 10 a 18:

Figura 10. Ulcera bem caracterizada — perda do revestimento epitelial, fundo da tlcera com material
fibrinoso e necrético, e logo abaixo, tecido de granulagéo (proliferacdo de vasos). HE x 40.




Figura 11. Hiperplasia pseudoepiteliomatosa. HE x 100.

Figura 12: Necrose caseosa em granuloma mal formado HE x 100.
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Figura 13: Necrose liquefativa. HE x 400.
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Figura 14: Necrose fibrinoide (linha azul). HE x 40.
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Figura 15: Granuloma mal formado (elipse roxa a esquerda) e bem formado (circulo vermelho a direita).
HE x 400.




Figura 16: A:. Plasmdcitos +++, em meio a hiperplasia pseudoepiteliomatosa. HE x 400.
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Figura 17: Linfécitos +++. HE x 400.
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Figura 18: Neutréfilos + (isolados). HE x 400.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo comparamos a carga parasitaria de Leishmania (V.)
braziliensis em amostras provenientes das regides de borda interna e externa da lesbes
ulceradas de LC. A escarificacdo de borda interna apresentou carga parasitaria
significativamente maior do que as amostras de borda externa e imprint pelos métodos
de gPCR.

A extracdo de DNA de Leishmania de material clinico proveniente de laminas de
microscopia fixadas e coradas tem sido descrita na literatura e apresenta bons
resultados, com amplificacdo pela PCR convencional e quantitativa, inclusive de
laminas armazenadas por véarios anos (VOLPINI et al., 2006; KAZEMI-RAD et al., 2008;
KHADEMVATAN et al., 2011). Diferentes métodos foram descritos para realizar a
extracdo de DNA proveniente de material em laminas coradas pelo Giemsa. Porém, os
melhores resultados, com maior rendimento na extracdo foram obtidos com o uso de
protocolos baseados na lise do material a 56°C em proteinase K (MOTAZEDIAN et al.,
2002; MA et al.,, 2006). Em nosso estudo foi possivel quantificar DNA de todas as

amostras provenientes de laminas armazenadas ha cerca de 10 anos.

Vale ressaltar que todas as laminas confeccionadas com material de borda
interna da lesdo apresentaram uma maior concentracdo de DNA total do que laminas
de borda externa e imprint quando quantificadas pelo fluorimetro Qubit®. Isso sugere
que na borda interna seja possivel coletar uma maior quantidade de material biolégico
em relacdo a borda externa como ja havia sido evidenciado pelo exame direto (de
MELLO et al., 2011). A maior quantidade de DNA total na borda interna nao
superestima os resultados de carga parasitaria obtidos neste estudo, visto que 0s
calculos para obtencdo desses valores foram normalizados pela quantidade de DNA
extraido de modo a minimizar diferengas causadas pela quantidade inicial de DNA das

amostras, conforme sugerido por Galluzi, 2018.

A escolha dos primers a serem utilizados na reacédo de gPCR ¢é um fator decisivo
no sucesso da técnica. Apesar dos primers direcionados para o alvo SSR apresentarem

melhor especificidade em relagdo ao kDNA, estes possuem uma menor sensibilidade
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devido ao baixo numero de copias presentes no genoma de Leishmania (PEREIRA et
al., 2017). Pela escassez de material clinico proveniente das laminas, utilizamos
primers direcionados para a regido conservada do minicirculo KDNA, visto que este alvo
contém até 10.000 copias por amastigota, garantindo uma alta sensibilidade
(CECCARELLI et al., 2014). Outros estudos que realizaram a quantificacdo da carga
parasitaria de Leishmania também utilizaram este alvo (RAMIREZ et al., 2000; JARA et
al., 2013; SUAREZ et al., 2015).

De forma geral, para quantificacdo de carga parasitaria de Leishmania pela
gPCR, é utilizada uma concentracédo de 10% de DNA por reacdo (VERMA et al., 2010;
JARA et al., 2013). Porém, neste estudo, foi utilizada na reacdo uma concentracéao final
de DNA de 25%. Outros autores também utilizaram essa concentracao por reacdo em
amostras obtidas de fontes escassas em DNA, como material afixado em laminas e
amostras de pacientes com doenca de chagas crbnica, que cursa com baixa carga
parasitaria. Isso ndo alterou a perfomance da gPCR, como demonstrado pela eficiéncia
proxima a 100% e amplificacdo do gene da B-actina humana em todas as amostras.
(KHADEMVATAN et al., 2011; D’AVILLA et al., 2018).

Com relacado ao local de coleta de material na lesdo cutanea, o procedimento de
escarificacdo na borda interna apresentou melhor desempenho tanto no exame direto
guanto na quantificacdo da carga parasitaria. Alguns autores tém demonstrado maior
densidade parasitaria na regido interna da lesdo. Ramirez et al, (2000) j& haviam
observado por exame direto que, em amostras coletadas do centro da leséo, era
possivel visualizar amastigotas mais definidas e maiores, mais facilmente identificaveis
gue as da borda. Também visualizaram pela PCR convencional uma banda mais forte
em amostras obtidas do centro da lesdo. Adams et al. (2014), avaliaram por gPCR a
carga parasitaria de amostras obtidas a partir de "swabs" no centro da lesédo e
aspirados realizados na borda externa com auxilio de uma agulha, tendo as amostras

de swab apresentado maior quantificacédo parasitaria.

Quando comparada com o imprint, a carga parasitaria em amostras provenientes

de escarificacdo de borda interna também foi maior. Entretanto, ndo foi observada
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diferenca estatisticamente significante na comparacdo da carga parasitaria entre
amostras de escarificacdo na borda externa e imprint. Estes resultados poderiam ser
explicados pela maneira como os fragmentos de tecido utilizados na preparacdo do
imprint séo obtidos, por biépsia com punch 5mm englobando 2/3 de borda externa e 1/3

de borda interna da les&o (protocolo clinico — Instituto Nacional de Infectologia / INI).

Assim como de Mello et al. 2012, utilizando o exame direto, aqui também né&o
observamos diferenca entre tempo de evolucdo e carga parasitéria, entretanto
encontramos  associacdo significativa entre maior carga parasitaria em Bl com
desfecho clinico desfavoravel, de acordo com os resultados obtidos por Pereira et al,
2017, que observou uma maior carga parasitaria em pacientes com reativacdo da

lesdo.

Diferentes tipos de coleta de espécimes clinicos tém sido avaliados com relacao
a sensibilidade. Suarez et al. (2015) compararam a carga parasitaria na borda externa,
borda interna e centro da lesdo pelos métodos de imprint, escarificacdo e escova
citolégica. Os autores encontraram maior carga parasitaria na borda interna e no centro
da lesdo, em amostras obtidas por escarificacdo e por escova citolégica em relagdo ao

imprint realizado nos mesmos locais.

Sevillha et al, (2018), empregando a qPCR, descreveram uma quantidade maior
de DNA parasitario na epiderme e na derme superior em relacdo a derme inferior e
hipoderme. Adicionalmente, a sensibilidade foi significativamente superior nas amostras
da derme superior quando comparadas a hipoderme. Neste contexto, a escarificacao
na borda interna, em regido onde ndo ha mais a presenca de epiderme, pode ser um
fator adicional para o encontro de maior carga parasitaria em relacdo ao imprint, visto
que este método coleta fragmentos de regides mais profundas da pele, pobres em

parasitos.

A maior carga parasitaria obtida pela escarificacdo de borda interna em relacao
ao imprint € um achado importante, considerando que o imprint € um procedimento que
necessita da realizagdo de bidpsia, um procedimento cirargico privativo do profissional

meédico, e que envolve anestesia e sutura. Por conta disso sua aplicacdo em areas
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endémicas torna-se pouco pratica. Neste contexto, a escarificacdo da borda interna é
uma alternativa simples, pouco invasiva, que nao requer anestesia, e pode ser
realizada por profissional ndo médico na rotina de diagndstico (de MELLO et al., 2011).
A partir de todas essas consideragfes os resultados aqui apresentados sugerem que
materiais provenientes da borda interna sdo os mais adequados para o diagnostico

molecular.

Em geral, amostras com alta carga parasitaria apresentaram maior quantidade
de caselas positivas pelo exame microscopico. Paradoxalmente, o imprint apresentou
menor carga parasitaria na gPCR em relacdo a escarificacdo da borda interna mas uma
maior sensibilidade do que a escarificacdo de borda interna pelo exame microscopico.
A maior sensibilidadade do imprint a microscopia pode ser devida ao fato que as
amostras de tecido utilizadas no imprint sdo submetidas previamente a limpeza com
gaze estéril para retirada do excesso de sangue. Esse procedimento poderia explicar a
visualizacdo mais facil de formas amastigotas nas laminas de imprint quando
comparadas com as laminas confeccionadas com esfregaco de material obtido por
escarificacdo. Estas Ultimas costumam apresentar debris celulares e hemacias que
dificultam a leitura, principalmente as laminas confeccionadas com material obtido por
escarificacdo de borda externa da lesdo (MELLO et al., 2011; BRASIL, 2017). Outra

possibilidade é alta taxa DNA humano x DNA parasitario nessas amostras como

apontado por alguns autores (GARCIA et al., 2007).

Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo a comparar, pelo exame
histopatolégico, os tipos celulares, alteracbes histopatolégicas e numero de formas
amastigotas de L.(V.) braziliensis em borda interna e externa da lesdo cutanea
ulcerada. As alteracBes histopatoldgicas aqui observadas foram compativeis com as
descritas na literatura (MAGALHAES et al., 1986).

7

A necrose dos tecidos infectados € um importante mecanismo de defesa na
patogenia da LC (ANDRADE et al., 1984; MARTINS et al., 2014), e em nosso estudo
observamos mais casos de necrose na borda interna e estas foram principalmente dos

tipos caseosa e fibrinoide. A presenca de necrose caseosa nos cortes histologicos é
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fortemente associada a tuberculose, também podendo ser causada por algumas
doencas fungicas, portanto a presenca deste tipo de necrose em pacientes com LC
pode direcionar o médico a um diagnéstico equivocado, especialmente em amostras
com baixa carga parasitaria, devido a dificuldade em encontrar formas amastigotas
(ADIGUN R; BASIT H; MURRAY J, 2019). A presenca de necrose caseosa em
pacientes acometidos por LC também tem sido relatada por outros autores (ANDRADE
et al., 1984; PELTIER et al., 1996).

Como citado anteriormente, a necrose € definida como um processo de
eliminacao de formas amastigotas pela destruicdo dos macréfagos (RIDLEY & RIDLEY,
1984). Entretanto, alguns autores relacionam a presenca de necrose com a presenca
de amastigotas (PALMA et al., 1991). No nosso estudo, a maior presenca de necrose

concomintantemente com maior indice parasitario foi na borda interna.

Assim como no estudo de Magalhdes et al., (1986), a alteracdo histopatolégica
predominante foi a reacdo exsudativa e granulomatosa, que tem sido relacionada ao
melhor prognostico da doenca. E importante ressaltar que foram visualizados mais
alteracdes morfologicas na borda interna (n=32) do que na borda externa (n=24) da
lesdo, o que poderia indicar esse local como mais adequado também para realizacéo
do exame histopatoléogico. Em relacdo a presenca de formas amastigotas a
sensibilidade do exame histopatoldégico na borda interna (78%) foi comparavel a do
imprint (70%) conforme observado por de Mello et al., 2012, provavelmente por serem

técnicas realizadas com o mesmo espécime clinico.

Os neutrodfilos tém uma funcdo dupla no estabelecimento da infeccdo. Sao as
primeiras células efetoras do sistema imune inato, e por ndo destruirem completamente
as formas amastigotas quando entram em apoptose, permitem a fagocitose por
macrofagos dos parasitos onde podem sobreviver e se multiplicar. Por isso os
neutrofilos tém sido chamados de cavalos de tréia na infec¢cdo por Leishmania sp.
(RIDLEY & RIDLEY, 1984). No nosso estudo, essas células foram encontradas em
indice semelhante em ambos os locais avaliados e em baixa intensidade segundo o

esperado para o tempo de evolucao das lesdes avaliadas. O numero de plasmaécitos e
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linfécitos aumenta segundo o desenvolvimento da leséo, por isso observamos maiores
intensidades também como esperado para o tempo de evolucdo das lesGes avaliadas.
Os plasmoscitos tém sido correlacionados com maior numero de formas amastigotas
(MARTINS et al., 2014). Em nosso estudo, observamos um maior indice parasitario e
namero de plasmaocitos na regido da borda interna da lesdo, corroborando todos os
outros achados. Uma das limitacdes deste trabalho foi 0 pequeno numero de amostras
avaliadas pelo exame histopatoldgico, devido a impossibilidade de distin¢cao entre borda
interna e borda externa em algumas preparacdes. Futuros estudos de amostras
coletadas de borda interna e externa separadamente para serem avaliadas pelo exame
histopatoldégico devem ser realizados a fim de aprofundar os conhecimentos da

distribuicdo parasitéria na leséo.

Os resultados aqui apresentados sugerem que amostras coletadas por
escarificacdo da borda interna de lesdo de LC ulceradas sdo as mais adequadas para a

utilizacdo na rotina, tanto para o diagnéstico molecular quanto para o exame direto.
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7. CONCLUSOES

Foi possivel extrair DNA purificado de todas as laminas de escarificacéo
de borda interna, borda externa e imprint. Amostras provenientes de
escarificacdo de borda interna apresentaram maior concentracdo de DNA

extraido.

Foi possivel quantificar todas as amostras pela gPCR. As amostras
clinicas provenientes de escarificacdo de borda interna apresentaram
maior carga parasitaria em relagdo as amostras clinicas provenientes de
escarificacdo de borda externa e imprint. Nao houve diferenca significativa

entre amostras provenientes de escarificacdo de borda externa e imprint

Pelo exame histopatologico foi encontrado um maior indice parasitario e
uma maior quantidade de plasmdcitos na regido da borda interna da leséo
em relacdo a externa, com diferenca estatisticamente significativa. Foi
observada também um maior quantidade de necrose na regido interna da

lesdo.

Pacientes com desfecho clinico desfavoravel apresentaram correlacdo
significativa com maior carga parasitaria na borda interna da lesdo. Néao

houve diferenca significativa entre tempo de evolucdo e carga parasitaria.
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ANEXOS

Ministério da Salde
FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

v
v Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - LTA?

INSTITUICAO: Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses -
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) — Fiocruz

COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH

ENDERECO: Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900
TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9609 TEL/FAX (0xx21) 3865-9541

v NOME DO PROJETO DE PESQUISA: Estudo para a sistematizacdo do
atendimento de pacientes com leishmanioses no Laboratorio de Pesquisa
Clinica e Vigilancia em Leishmanioses — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas - Fiocruz

NOME DO VOLUNTARIO:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca causada por parasitos
chamados leishméanias. A doenca € transmitida pelo "mosquito palha”, que vive em
regides de mata, plantacBes de banana, manga etc. As vezes ele entra nas casas para
se alimentar de sangue de pessoas e animais domésticos. A LTA é uma doenca em
gue geralmente aparecem uma ou mais feridas na pele que demoram muito para
fechar. A LTA pode afetar o nariz, a boca e a garganta, ao mesmo tempo em que a
ferida esta na pele, ou até anos apds a sua cicatrizacdo. N&o sabemos ainda qual
paciente adoecera de novo e qual permanecera curado definitivamente.

Outras doengas podem se parecer com a LTA e precisam ser diferenciadas para que
se possa fazer o tratamento correto.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas: de que maneiras
diferentes pode acontecer a LTA? Como séo os exames de laboratério antes, durante e
apos o tratamento? Quais pacientes, mesmo apos o tratamento, irdo reabrir suas feridas

1 12 via: Prontuario Médico 2% via: Participante
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ou irdo ter a doenca dentro do nariz, boca ou garganta? Que outras doencas parecidas
sao confundidas com a LTA e quais exames podemos usar para diferenciar entre elas?
Os seres humanos podem transmitir a leishmania para o mosquito-palha, se forem
picados por ele? Quais as melhores formas de tratamento? Como podemos diminuir o
namero de pessoas que ficam doentes com LTA?

Neste documento, vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa para:

v' descrever como é a doenca, e como sdo 0s exames de laboratério em quem
tem LTA;

v' avaliar o uso dos remédios usados no tratamento da LTA;

v' estudar as leishmanias causadoras da LTA de diversas localidades.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé podera recusar-se a participar de
uma ou todas as etapas da pesquisa. Vocé pode também sair dela a qualquer
momento, sem que isso lhe venha a causar qualquer penalidade por parte da
Instituicdo. O seu atendimento médico ndo serd prejudicado caso vocé decida nao
participar ou caso decida sair do estudo ja iniciado. Se vocé deixar de participar deste
estudo por qualquer motivo, seu tratamento e acompanhamento no INI/Fiocruz seréo os
mesmos necessarios para todos os pacientes.

A sua participacdo com relagéo ao Projeto consiste em autorizar que:

1) alguns exames sejam feitos para o diagndstico e acompanhamento da sua
doenca;

2) parte do material coletado para estes exames ou seus resultados seja usada
neste estudo;

3) sejam feitas fotografias ou filmagem de suas feridas na pele, nariz, boca ou
garganta, para estudo;

4) parte do material coletado seja guardado a fim de servir para outros estudos.
Estes outros estudos terdo que ser analisados e autorizados por um Comité de Etica
em Pesquisa. Em caso de pesquisas futuras com o seu material armazenado, vocé sera
contactado para dar o consentimento de novo, por meio de um outro termo de
consentimento referente ao novo projeto de pesquisa.

Os exames e tratamentos aplicados |he serdo gratuitos. Vocé recebera todos os
cuidados médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé terd algumas responsabilidades: seguir as instrucdes
do seu médico; comparecer a unidade de saude nas datas marcadas; e relatar a seu
meédico as reac¢des que vocé apresentar durante o tratamento, tanto positivas quanto
negativas.

Caso vocé necessite de atendimento médico enquanto estiver participando do
estudo, procure o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) - Fiocruz,
mesmo fora do dia da sua consulta agendada. Em caso de necessidade ou caso tenha
alguma duvida ou algum relato a fazer, ligue a qualquer dia nos telefones (21) 3865-
9670; (21) 3865-9609; (21) 3865-9541 para a Dra Claudia Maria Valete Rosalino, Dra.
Maria Inés Fernandes Pimentel, Dr. Marcelo Rosandiski Lyra, Dr. Mauricio Naoto
Saheki ou Dr. Armando de Oliveira Schubach. Caso vocé precise de internacdo no
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hospital por causa de sua doenca ou de sua participacdo no estudo, a equipe meédica
providenciara seu leito no INI - Fiocruz.

Seu nome e dados pessoais serdo mantidos em segredo (confidenciais). Os
profissionais do INI/Fiocruz que lidam com os seus dados e resultados dos seus
exames (médicos, profissionais do laboratorio, etc) utilizam senhas pessoais para
acesso aos dados e prontudrios e assinam um termo com 0O compromisso de
confidencialidade. Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, inclusive relatos de caso, sem revelar quem vocé é. Suas imagens poderao
ser divulgadas nestas publicacGes cientificas desde que nelas vocé ndo possa ser
reconhecido. Entretanto, se necessario, 0s seus registros meédicos estardo disponiveis
para consulta para a equipe envolvida no estudo, para o Comité de Etica em Pesquisa,
para as Autoridades Sanitarias e para voceé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de
concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante seu
acompanhamento. O seu médico devera oferecer todas as informacdes sobre sua
saude, seus direitos, e riscos e beneficios relacionados a sua participacdo neste
estudo.

Procedimentos, exames e testes que serao utilizados:

Antes do tratamento havera:

v coleta de informacdes sobre a doenca;

v' exame médico geral e exame da pele com descricao e fotografia ou filmagem
das lesdes;

v/ exame interno do nariz, boca e garganta com um aparelho chamado fibra
Otica, que permite ver lesbes pequenas ou em locais dificeis. Serédo feitos
descricdo e fotografia ou filmagem das lesdes (se necessario sera aplicado
"spray" de anestésico local);

v’ retirada, com anestesia local, de um pequeno pedaco (biépsia) de "ingua"“, de
feridas ou area sadia de pele ou de nariz, boca ou garganta, para realizacéo
de exames tanto para diagndstico quanto para pesquisa. Os exames Sao:
culturas e outros métodos de identificacdo de possiveis agentes de doenca
como fungos, bactérias e leishmanias; identificacdo de células e outros
componentes da resposta de defesa do corpo aos agentes de doenca e ao
tratamento, nestes pequenos pedacos retirados.

v/ Outros materiais também poderdao ser coletados: aspiragdo com seringa e
agulha ou raspagem com lamina de bisturi da borda da lesé@o e de secrecdes
em lesdes de pele que nao sejam feridas abertas.

Outros exames também serdo realizados para diagnosticar outras doengas que
podem ser confundidas com a LTA, para avaliar se a doenca é grave e também os
efeitos dos medicamentos durante o tratamento: um ou dois testes cutaneos (uma
injecdo na pele da regidao anterior do antebraco, e reavaliacdo 2 a 3 dias apos a
injecdo); exames de sangue (quantidade de mais ou menos cinco colheres de sopa),
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exame de saliva (coletada com um tipo de cotonete), radiografia dos pulmdes e da face
(se necessério também tomografia computadorizada); e eletrocardiograma.

Os exames de sangue, exame dos pedacinhos de pele ou do nariz, boca ou garganta
e outros exames como eletrocardiograma permitem avaliar o diagndstico, seu estado
geral e efeitos do tratamento. Também permitem realizacdo de estudo da resposta
inflamatoria e imunolégica da doenca, ou seja, como seu corpo responde e se defende
da presenca do agente — fungo, bactéria ou leishmania.

Outros exames poderéo ser feitos, caso haja necessidade: exames da audicao e do
equilibrio; exames fonoaudiologicos para testar movimentacdo da boca ao falar e
engolir; acompanhamento fonoaudiolégico; exame da boca e dos dentes; avaliacao
nutricional e dietética.

Tratamento e acompanhamento:

O tratamento da LTA costuma ser com o medicamento glucantime por via
intramuscular (“no musculo”, IM) ou intravenosa (“na veia”, IV), geralmente uma injecao
ao dia durante 20 a 30 dias, continuos ou com intervalos de descanso. Para alguns
pacientes podera ser utilizada a via intralesional (IL), em que o remédio é colocado
dentro da pele, ao redor e debaixo da ferida. O tempo do tratamento podera ser
diminuido ou aumentado conforme a necessidade. Outros remédios que podem ser
usados sdo: a anfotericina B (IV), a pentamidina (IV), e a miltefosina (pela boca, via
oral). Todos os remédios necessitam de medidas de acompanhamento parecidas.

Apés o inicio do tratamento, vocé deverd comparecer a aproximadamente trés
consultas: dentro de 7 a 10 dias; 14 a 21 dias; e 28 a 35 dias. Caso as feridas nao
cicatrizem totalmente, o tratamento poderd ser continuado pelo periodo de tempo
necessario. Quando as feridas cicatrizarem ou desaparecerem, vocé devera retornar
para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 e 12 meses apds o término do tratamento.
E, a partir de entdo, pelo menos uma vez por ano durante um prazo indefinido (no
minimo 5 anos).

A cada retorno deverdo ser realizados avaliacdo médica e exames de sangue (na
guantidade aproximada de uma a cinco colheres de sopa) para avaliar os efeitos dos
medicamentos utilizados no seu tratamento e/ou para avaliar a evolugdo da doenca.
Outros exames, como o0 eletrocardiograma durante o tratamento, poderdo ser
realizados quando indicados pelo médico.

Se vocé quiser, podera saber os resultados dos exames, bastando perguntar ao seu
médico.

Inconvenientes e riscos principais:
A coleta de sangue podera causar alguma dor e, eventualmente, podera haver a
formacado de uma area arroxeada no local, que voltara ao normal dentro de alguns dias.
Ocasionalmente, os testes na pele poderdo apresentar uma reagdo com inflamagéo
do local, formacédo de bolhas e, mais raramente, formacéo de ferida. Isso melhora
dentro de alguns dias a poucas semanas.
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Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da bidpsia
(retirada de um pequeno pedaco de pele para exame) poderdo causar alergia com
aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira na pele, e que respondem
bem a medicamentos anti-alérgicos. Mais raramente podera haver uma rea¢do mais
grave com dificuldade de respirar e necessidade de cuidados mais intensos, existentes
no INI -Fiocruz.

No local da biépsia podera ocorrer inflamacdo e dor, acompanhados ou nao de
infeccdo por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de
medicamentos para dor e antibiéticos.

Os medicamentos glucantime, anfotericina B, pentamidina, e miltefosina costumam
causar alguns efeitos indesejaveis. Glucantime, pentamidina e miltefosina ndo devem
ser utilizados na gravidez, e seu uso em mulheres que podem ter filhos deve ser
acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz, como preservativo de latex
masculino ou feminino ("camisinha”), diafragma feminino, ou anticoncepcional oral
("pilula™). No caso da miltefosina, recomenda-se evitar a gravidez por 3 meses apos o
tratamento. Quando o tratamento da LTA nao puder ser adiado no caso da mulher estar
gravida, a anfotericina B podera ser utilizada. Os exames com raios-x também néao
devem ser realizados em gravidas.

Para garantir que seus dados sdo confidenciais, somente 0s pesquisadores com
senhas pessoais no INI - Fiocruz tém acesso aos seus dados (resultados de exames,
fotografias, etc), e eles assinam documentos em gue se comprometem a manter a
confidencialidade dos dados dos participantes dos estudos.

Formas de ressarcimento:
Se for necessério, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecida alimentacéo
conforme rotina do Servico de Nutricdo e Servico Social do INI para pacientes externos.
Se vocé se sentir prejudicado pela participacdo no estudo, poderd receber
indenizacao.

Beneficios esperados:

Espera-se que, ao final do tratamento, vocé esteja curado da LTA, embora as
consultas de retorno por alguns anos apds o tratamento sejam necessarias para a
confirmacdo da cura. Os resultados deste estudo poderdo ou ndo beneficia-lo
diretamente, e, no futuro, poderdo beneficiar outras pessoas. Espera-se que este
estudo ajude para que o diagndstico e acompanhamento do tratamento de pacientes
com LTA possa ser feito de forma mais eficaz e segura.

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnoéstico diferente de LTA, vocé sera
devidamente orientado quanto ao tratamento mais adequado para o seu caso. Este
tratamento podera ser feito no INI ou em outra instituicdo publica, na dependéncia de
cada caso.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INI também podera ser contatado:
(21)3865-9585 ou pelo e-mail: cep@ini.fiocruz.br. O CEP é um comité que analisa e
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aprova os estudos cientificos para garantir que eles sejam feitos de acordo com as
normas brasileiras de protecdo aos participantes de pesquisa e que os direitos dos
participantes sejam respeitados.

Este termo de consentimento foi redigido em duas vias iguais, uma para 0
participante e outra para o pesquisador, que sera arquivada no seu prontuario médico.

Declaro que li e entendi todas as informacdes referentes a este estudo, e que todas
as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica, a qual
estard a disposicéo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

Recebi uma via deste termo de consentimento e pelo presente consinto,
voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunha?: Data
Nome testemunha?: Data

2 Apenas no caso de participantes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mée ou responsavel legal.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Quantificagao da carga parasitaria em amostras coletadas de borda interna & externa
de lesbes cutdneas ulceradas de pacientes com leishmanioze tegumentar americana

Pesquisador: MAURO CELIO DE ALMEIDA MARZOCHI

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 96556718.9.0000.5262

Instituigio Proponente: INSTITUTO NACIOMAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INVFIOCRUZ
Patrocinador Principal: Fundagio Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

MNiamero do Parecer: 2.889.656

Apresentacio do Projeto:

Introdugdo: As leishmanioses constituem um grupo de doengas infecciosas que represantam um problema
de saidde pdblica no mundo, ocupando lugar entre as seis doengas infecto-parasitarias de maior
importancia. S3o causadas por protozoarios do género Leishmania que sdo transmitidos através de insetos
vetores do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae), conhecidos como flebotomineos. O ciclo bioldgico
compreande formas promastigotas @ paramastigotas, flageladas que e desenvolvem no trato alimentar dos
flebotomineos e formas amastigotas, sem flagelo livre, que parasitam células do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado, multiplicando-se por divisio bindria em ambos hospedeiros.
Mas Américas, as diferentes apresentagdes clinicas das formas tegumentares sao genericamente
denominadas de leishmaniose tegumentar americana (LTA), para distingui-las das formas dermotrdpicas
encontradas no Velho Mundo. No Brasil, a LTA & registrada em todos os estados da federacao, associada a
sete espécies de Leishmania, sendo Leishmania (V.) brazilienzizs a espécie mais prevalente. No Brasil, a
LTA & uma doenga em expansao geografica, com registro de casos e de vetores em todo territdrio nacional
e suas manifestagies clinicas apresentam amplo espectro, que pode ser um reflexo da complexa interagsio
entre a resposta imunoldgica do paciente e as caracteristicas genéticas das espécies envolvidas na
infecgao. A dicera tipica da leishmaniose cutdnea &, na maioria das vezes, Unica, arredondada, indolor,
medindo até alguns centimetros, base infiltrada e endurecida, bordas
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bem delimitadas, elevadas e eritematosas, fundo granuloso e avermelhado. Ma LTA, os padres clinicos e
epidemiolégicos sdo diversos, por essa razdo, o diagndstico nem sempre & uma tarefa facil. devendo
sempre gue possivel, estar apoiade nos exames laboratoriais, aspectos clinicos e evidéncias
epidemioldgicas. Uma importante ferramenta para o diagndstico laboratorial, o teste intradérmico de
Montenegro (IDRM), teve sua produgsio industrial descontinuada & neste contexto, o exame direto se torma a
primeira op¢ao para o diagndstico. E um diagnéstico de certeza, porém a leitura das laminas & demorada e
exaustiva, principalmente em dreas andémicas para Leishmania braziliensis, infecgfo que cursa com baixa
carga parasitaria na lesao. O exame direto realizado através do procedimento de escarificagao, constitui um
dos métodos mais simples @ mais antigo a ser utilizado no diagndstico da leishmaniose e permanece ainda
como o método mais acessivel para o diagndstico definitivo da leishmaniose. Consiste em buscar o parasito
em material obtido de raspados das lesbes, sem a necessidade de anestesia local. Por outro [ado a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) vem alcangando cada vez mais aplicabilidade no campo do diagndstico
das leishmanioses. Uma das principais vantagens do uso da PCR é a possibilidade de detecgio de DNA do
parasito mesmo guando ha baixa carga parasitaria, superando nesse sentido os métodos tradicionais.
Métodos baseados na PCR sao também utilizados para caracterizagdo de parasitos e estimativa de carga
parasitaria alcangando uma enorme aplicabilidade eam estudos epidemioldgicos, monitoramento de
fratamentos @ ensaios de eficicia de medicamentos. Para a avaliagio da carga parasitiria utiliza-se a PCR
quantitativa @m tempo real (gPCR) que permite o monitoramento da amplificagao empregando marcadores
fluorescentas. Tal metodologia permite que oz processos de amplificagio, detecgio e guantificacao de DNA
sejam realizados em uma dnica etapa tornando a técnica extremamente rapida, menos trabalhosa, ja que
dispenza a necessidade de eletroforese em gel, altamente produtiva pois permite o processamento de varias
amostras da uma sd vez & com menaor fisco de contaminagao tendo am vista que os tubos parmanacam
fechados durante todo o processo. Adicionalmente, a utilizagado do marcador fluorescente SYBR Green no
lugar de sondas especificas diminui o custo da téenica tornando-a maiks acessivel. Esta tecnologia esta se
tormando disponivel em varios paises e & recomendavel gue seja desenvolvida em laboratérios cenfrais em
palses endémicos para leishmanioses. Diversos alvos tém sido utilizados para quantificagdo de espécies de
Leishmania por SYBR Green, sendo oz mais comuns baseados no KDMA com alvo género especifico e
outros sub-género especificos. Entretanto esses alvos tém como inconveniente para quantificagio, o fato de
que o numero de copias do KDMA diferem entre as espécies de Leishmania. cepas e estigios de
crescimento. Outros alvos tem sido avaliados a fim de contomnar essa dificuldade como subunidade menor
do RMNA
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Riboszomal, DNA polimeraze, Glicose-6-fosfato desidrogenase. As técnicas histopatoldgicas apesar de
apresentarem baixa sensibilidade, sio importantes no diagndstico diferencial e permitem estudar o infiltrado
inflamatério produzido duranta a infeccao por parasitos do género Leishmania. As lesdes histopatologicas
na LTA podem ser visualizadas em cortes histoldgicos corados com hematoxilina @ eosina e sio
caracterizadas por uma reagao inflamatdria crénica, s vezes granulomatosa, com a presenca de linfacitos,
plazmébcitos @ macréfagos com dreas necrdticas focais. Formas amastigotas podem zer encontrados no
citoplasma de macrifagos como organismos arredondados, com um nucleo circular, um cinetoplasto em
forma de bastio e cercado por um halo claro. A histopatologia das lesbes cutdneas de LTA pode variar
conforme o tempo da doenga. Lestes agudas geralmente contém densos infiltrados difusos de linfbcitos,
plasmdcitos e histidcitos com numerogos pontos cinza-azulados de Leishmania no citoplasma por toda a
derme reticular. O diagndstico caracteristico de lesao crinica é diferente, apresentando granulomas
tuberculéides com muito poucos organismos na metade superior da derme, muitas vezes colidindo com a
epiderme. A sensibilidade das técnicas depende de vérios fatores como a dispersio dos parasitos na leséio,
o método de coleta, o tempo de evolugdo @ a habilidade técnica do pessoal. Segundo as recomendagoes da
Organizacao Mundial de Sadde, o local de eleigdo para coleta de material para diagndstico da LTA é a
borda ativa da lesdo. No entanto, alguns estudos tém relatado uma maior carga parasitaria na parte interna
da lesdo em relagio ad borda. Ramirez et al. (2000) obsarvaram através do exame direto gue em amostras
coletadas do centro da lesdo foi possivel visualizar amastigotas mais definidas e maiores que puderam ser
mais facilmente identificadas do que as da borda. Além disso, foi possivel visualizar pela PCR convencional
uma banda mais forte em amostras cbtidas do centro da lesfo. Adams et al. (2014), avaliaram por gPCR a
carga parasitaria de amostras obtidas a partir de swabs no centro da lesfo e aspirados realizados na borda
externa com auxilio de uma agulha, tendo @ste dltimo método de coleta apresentando menor quantificacio
parasitaria. Finalmente, Suarez et al. (2015), avaliaram a diferenca de carga parasitaria na borda extemna,
borda interna & centro da lesfo e encontraram maior carga parasitaria na borda interna e centro da lesdo.
Hipdtese: A dispersdo dos parasitos na lesdo de LTA através da avaliagdo da carga parasitaria tem sido
discutida & os resultados dessas avaliagbes podem impactar diretamenta na rotina de coleta de amostras
clinicas para o diagnoéstico. Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, Mello et al. (2011) avaliaram
110 pacientes que apresentavam lesdo cutdnea ulcerada através do procedimento de escarificacao
realizado na borda interna e externa da lesfo. Quarenta pacientes foram considerados pogitivos através do
isplamento em cultura. Os resultados de sensibilidade para escarificagao foram 62,5% na borda interna e
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42,5% para o procedimento realizado na borda externa da lesao. As laminas de escarificagio preparadas
com material coletado a partir da borda interna da lesdo, de maneira geral, apresentaram maior quantidade
de células brancas @ menos hemacias permitindo uma melhor visualizacio do campo microscépico. Vale
rassaltar, que neste estudo, nao fol observada diferenca estatistica entre sensibilidade e tempo de evolucio.
Adicionalmente, serd realizado um estudo descritive para conhecer a disperséo celular na borda interna e
externa da lesféo cutdnea ulcerada, a andlise histopatolégica serd importante para entender melhor a
distribuigio dos parasitos na lesao. Alguns pontos devem ser esclarecidos tais como: maior sensibilidade no
axame direto na borda interna da lesao podera ter sido devido a melhor qualidade das preparagdes ou a
maior guantidade de parasitos neste sitio como tem sido apontada por alguns autores? Ha diferenca entre a
carga parasitana e o tempo de evolugio? Qual o perfil celular nos diferentes sitios da les3o? A avaliagio da
carga parasitaria em dois sitios da lesfo através da gPCR dessas amostras podera auxiliar diretamente na
rotina diagndstica, podendo contribuir para o aumento da sensibilidade dos exames laboratoriais.
Metodologia Proposta. Extragio DNA Para extragio do DMA inicialmente cada [Amina sera limpa
suavemente com lengo de papel @ com auxilio de um bisturi @ uma placa de petri estéreis o material sera
ratirado da lAmina e acondicionado em um tubo eppendorf com a devida identificacdo. Cada lamina possui
12 areas demarcadas onde foram depositados o material coletado, toda a extensao da lAmina serad raspada.
Posteriormente a extragio serd realizada utilizando o Kit ChargeSwitchTM Forensic DNA Purification Kit =
Thermo Fisher Scientific segundo recomendagbes do fabricante. O DMA isolado sera quantificado por
fluorimetria ufilizando o Quibit Fluorimetro@-gPCR A gPCR sera realizada segundo protocolo descrito por
Peraira et al._ (2017). A quantificagdo absoluta utilizara iniciadores descritos por Prina et al. (2007)
[EFTGGGGCGTCAGAGS e SGGGTGTCATCGTTTGCY], direcionados ao gene da subunidade menor do
RNA do género Leishmania. A quantificagido do gene de beta-actina humana
[ETAATGTCACGCACGATTTCCCS e STCACCGAGCGCGGCTY] (RODRIGUES et al, 2011) também sera
realizada. As reagbes serdo realizadas em triplicata utilizando o termociclador “StepOne® Real-Time PCR
System” (Applied Biosystems) com Power SYBR-Green PCR Master Mix & iniciadores a uma concentragio
de 500 nM em um programa incluindo pré-incubagio a 85 oC por 10 minutos, 40 ciclos de %5 oC por 30
segundos @ 60 oC por 1 minuto. Apds a amplificacio uma curva de melting serd gerada, iniciando em 650C
com continuo aguecimento a 0,10C/s até 95 oC, a fim de verificar a especificidade do amplicon. A cada
corrida serdo realizadas duas curvas padrao. A curva serd construida com 5 concentragbes conhecidas de
DMA de cepa referéncia de L. (V.) braziliensis e serd utilizada em triplicata como controle para determinagio
das concentraghes
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das amostras desconhecidas. Serd realizada também uma curva com 5 diluigbes sariadas a partir de 30 mg
de tecido fresco de doador saudével, utilizada em triplicata. para corrigir as variagbes na quantidade de DMNA
e a possivel presenca de inibidores na amostra clinica. A carga parasitaria serd definida como nimero
equivalentes de parasitos por grama de tecido. Controles negativos serdo adicionados a cada reagao
realizada. Sd serdo quantificadas amostras cujos ciclos de guantificacio (Cq) estiveram dentro da faixa de
variacio da curva padrao. O software integrado ao sistema Step one® armazena as informagdes coletadas
durante o processo de amplificagao, particularmente a intensidade da fluorescéncia dos corantes & os ciclos
realizados, permitindo a analise computadorizada dos resultados.-Analise Histopatoldgica. Sera realizado
um estudo descritivo das [Aminas do exame histopatolégico coradas pela hematoxilina-eosina a fim de
identificar os principais tipos celulares presentes na borda interna e externa da lesfo. A leitura sera realizada
am microscopio dptico com aumento de 400X. Metodologia de Andlise de Dados. A analise exploratoria dos
dados sera realizada através de freqléncias e proporgbes no caso de varidvels categdricas e mediana &
intervalo interquartilico ou média @ desvio padrio para variaveis continuas. Para avaliar se ha diferenca
significativa entre a carga parasitaria na borda interna e externa da lesio sera realizado o teste de Wilcoxaon.
Serd avaliado também a significincia estatistica entre carga parasitania e tempo de evolugdo da lesdo, @
entre carga parasitaria através do teste Mann-Whitney. P-valores < 0.05 indicardo associagao
estatisticamenta significativa. As andlises estatisticas serio realizadas com o software SPS3& for Windows
vaerzdo 11. Desfecho Primario: Determinar a carga parasitaria em dois locais da lesdo @ avaliar se ha
diferenga estatisticamenta significanta.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario: Quantificar a carga parasitaria em amostras coletadas da borda intema e extarna de
lesbes ulceradas de LTA utilizando a técnica de PCR quantitativa. Objetivo Secundario: Avaliar os tipos
celulares presentes na borda interma e externa da lesio através da analise histopatolégica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Todas as amostras ja foram coletadas e o projeto agui apresentado nfo ird impactar em novas
condutas clinicas. As lAminas estdo armazenadas no Laboratério de Pesguisa Clinica e Vigilancia em
leishmanioses & fazem parte de um biorrepositério. Desta forma ndo ha riscos envolvidos na realizagso
desse estudo. Beneficios: Com os resultados desse estudo espera-se conhecer a carga parasitaria em dois
diferentas sitios da lesdo @ conhecer a distribuiglo celular na lesio de LTA. Os resultados desse estudo
poderao gerar um ganho potencial na capacidade de
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detecgdo de Leishmania no diagndstico laboratorial @ contribuir com novas diretrizes para a rotina
diagndstica da LTA em todo o pais.

Comentarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Desenho: Estudo transversal para avaliagdo da carga parasitaria em amostras obtidas por escarificagio a
partir da borda interna & externa de lesdo ulcerada de Leishmanicse Tegumentar Americana (LTA). A
populagéo do estudo @ uma amostra de conveniéncia constituida por 40 pacientes, positivos para LTA
através do isolamento em cultura gue foram atendidos no Laboratdrio de Pesquisa Clinica e VigilAncia em
Leishmanioses = INVFIOCRUZ no periodo de 2010-2012. Para cada paciente fol preparada através do
procedimento de escarificacio uma lAmina com material de borda interna @ uma ldmina de borda extemna da
lesfio que se encontram arquivadas. Segundo o pesquisador principal, o protocolo ndo prevé uso de fontes
secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc) @ ndo havera retengio de amostras para
armazenamento em banco. O estudo ndo & multicéntrico no Brasil.

Conslideragées sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

O protocolo de estudo propde dispensa do TCLE, gob a justificativa de que "no periodo em que as amostras
foram coletadas todos os pacientas concordaram em participar do estudo “Estudo para a sistematizagao do
atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA -
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Fiocruz™ (CAAE 0033.0.009.000-09) através da assinatura
do termo de consentimento livre @ esclarecido (TCLE). O TCLE prévia autorizac8o para armazenamento de
amostras. Este estudo esta sendo submetido a aprovacao do CEP @ solicitamos a dispensa de novo termo
de consentimento devido & dificuldade de localizagdo dos pacientes que nio se encontram mais em
acompanhamento no INL". Foi apresentado (postado na PB), pedido de Autorizacio para Dispenza de
Aplicacio do Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido, assinado pelo pesquisador principal.

Recomendacdes:

Sem recomendacbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias ou inadequagies.

Por entendermos que o protocolo obedece as normas de condugio de pesquisas em seras humanos
regulamentadas pelo CNS/MS, indicamos sua aprovagao com a previsao de producio de relatérios
samestrais (parcials ou final), de acordo com a Res. CHNS no. 466712,
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Consideragées Finais

a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

mo

g

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagtes Basicas PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 23/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1192255 pdf 11:04:39 _

TCLE / Termos de | DispensaTCLEassinado.pdf 23008/2018 |CINTIA XAVIER DE | Aceito

Assentimento / 11:04:14  |MELLO

Justificativa de

Auséncia _

Projeto Detalhado /| Seminariol_CaioThomaz_Versaofinal.do| 15/08/2018 |CINTIA XAVIER DE Aceito

Brochura e 03:29:48 |MELLO

Invastigador

Folha de Rosto FolhadeRostoPlatBR._pdf 15/08/2018 |CINTIA XAVIER DE | Aceito
03:24:08 [MELLO

Situagdo do Parecer:
Aprovado
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Apéndice A: Resultados de carga parasitaria pela gPCR, nimero de caselas positivas no exame direto, tempo de evolucéo de leséo e
desfecho clinico em amostras de escarificacdo de borda interna, escarificacédo de borda externa e imprint de 39 pacientes diagnosticados

com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Borda Interna Borda Externa Imprint
N© N° N° Tempo de
- Desfecho
, Carga
Cadigo Carga caselas Carga caselas .g _ caselas evollug§1 oda  Tratamento Clinico
paciente  parasitaria® - parasitaria® - parasitaria® - esao
positivas positivas positivas
1 3,60E+05 12 1,32E+05 12 2,03E+01 12 1 a3 meses Glucantime Reativacéo
2 5,20E+02 EDN 1,00E+02 EDN 5.56E+04 EDN 1 més Glucantime C'Catt(;'é?‘?ao
3 4,97E+04 EDN 3,53E+02 EDN 2,02E+02 EDN 1a3meses Glucantime C'Catt(;'t;?‘?ao
4 7,44E+05 11 1,44E+04 1 1.09E+05 8 1 a3 meses Glucantime Reativacao
5 1,48E+05 12 1,81E+05 8 6,40E+02 3 1 a3 meses Glucantime Reativacao
6 2,11E+02 EDN 3,56E+01 EDN 8,09E+01 EDN >3meses  Glucantime C'Catt(;'t;?‘?ao
7 2,99E+03 3 1,37E+04 EDN 2,66E+03 2 l1a3meses Glucantime C'Catt(;'é?gao
8 1,68E+03 EDN 9,36E+04 EDN 1,95E+02 EDN 1a3meses Glucantime  C'calrzagao

total
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Cicatrizacao

9 1,19E+03 EDN 1,67E+03 EDN 2,40E+02 EDN 1 a3 meses Glucantime total
10 9,14E+05 11 2,56E+04 1 3,63E+05 12 1a3meses Glucantime  -ooa0 €M
involucéo
11 211E+05 12 9,93E+04 8 7,01E+03 1 la3meses Glugantime %20 28¢30
12 1,92E+02 EDN 1,11E+02 EDN 1,09E+03 2 1 a3 meses Glucantime Reativacao
13 1,22E+06 12 1,05E+04 1 2,48E+05 5 >3meses  Glucantime 07128630
14 1,24E+03 EDN 1,15E+03 EDN 6,00E+02 1 >3 meses  Glugantime Clcattglt;?@ao
15 7,97E+03 EDN 3,57E+02 EDN 1,54E+04 9 1a3meses Glucantime Clcaf[tgltz?gao
16 3,93E+04 1 1,59E+02 EDN 1,21E+04 1 >3 meses  Glucantime C'Catt(;'ti?gao
17 5,73E+05 12 6,63E+04 4 1,46E+05 4 1 més Glucantime ----
18 5,77E+06 10 4,41E+06 10 3,87E+05 3 >3 meses  Glucantime C'Cit(;'é?gao
19 2,77TE+06 12 3,65E+05 8 7,89E+05 11 1 a3 meses Glucantime Reativacéo
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20 2,03E+06 6 8,61E+03 EDN 4,19E+05 10 1a3meses Glucantime

21 4,91E+04 4 7,54E+04 9 7,97E+04 12 l a3 meses Glucantime

22 3,77E+03 1 8,26E+04 8 3,08E+03  EDN  >3meses Glucantime C'Cat‘(;'tg?gao
23 5,73E+04 12 3,87E+04 11 5,45E+03 EDN >3 meses  Glucantime Clciglt;?gao
24 3,42E+06 12 6,39E+03 EDN 1,48E+05 8 1l a3 meses Glucantime Reativacéo
25 3,06E+05 1 6,46E+04 1 2,23E+05 7 1a3meses Glucantime Clcitczlt;?gao
26 1,30E+02 EDN 8,91E+01 EDN 4,62E+01 EDN >3 meses  Glucantime C|cit;;2?gao
27 1,20E+03 EDN 4,47E+03 EDN 3,85E+01 EDN >3 meses  Glucantime C'Catt(;'t;?‘?ao
28 2,64E+05 4 2,70E+05 6 5,58E+04 6  la3meses Glucantime 0020620
29 1,02E+05 1 2,57E+03 ~ EDN  8,15E+04 3 1més  Glucantime C'Catt(;'tz?gao
30 1,74E+00  EDN  593E+02  EDN  9,47E+02 1 la3meses Glucantime  C'¢aUizacdo

total
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31 461E+03 ~ EDN  947E+02  EDN  112E+02  EDN  >3meses Glucantime rze
32 1,13E+06 11 2,10E+05 6 3,49E+05 7 >3meses  Glucantime Cicatt(;iti?qéo
33 1,38E+02 ~ EDN  2,74E+03 ~ EDN  4,61E+01  EDN >3 meses Glucantime Cicattéiti?qéo
34 4956402  EDN  698E+01  EDN  535E+03 2 Ummés  Glucantime Cici‘éit;?‘?ao
35 1,84E+02  EDN  155E+02  EDN  530E+03 1 Ummés  Glucantime Cicatt(;it;";“?éo
36 4,62E+03 ~ EDN  6,80E+03 ~ EDN  373E+03  EDN  la3meses Glucantime Cicatt(;ié?gao
37 4,69E+04 8 4,29E+04 9 1,60E+04 9 la3meses Gluganme C°2Zacao
38 1,43E+05 12 1,63E+04 2 5,93E+03 1 >3 meses  Glucantime Reativacéo
39 2,12E+05 9 3,51E+03 EDN 2,49E+05 8 1 a3 meses Glucantime Reativacao

Legenda: EDN: Exame direto negativo.
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Apéndice B: Avaliacéo histopatologica semi-quantitativa das formas amastigotas encontradas em borda interna e externa de cortes
histolégicos de lesdo cutanea ulcerada de 19 pacientes pacientes diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

CARGA PARASITARIA
Cédigo Borda Interna : Borda Externa .
Paciente indice Amastigota Amastigota indice Amastigota Amastigota
Parasitario por campo dentto de Parasitario por campo dentto de
vacuolo vacuolo

1 1+ 1 0 0 0 0
2 4+ 53 7 3+ 28 5
3 1+ 3 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 3+ 49 6 0 0 0
6 3+ 18 2 1+ 1 1
7 4+ 66 7 0 0 0
8 2+ 4 1 1+ 1 1
9 1+ 2 1 1+ 2 1
10 4+ 136 14 0 0 0
11 3 14 2 1+ 1 1
12 3+ 15 4 3+ 11 2
13 3+ 21 4 2+ 6 2
14 0 0 0 0 0 0
15 3+ 50 5 0 0 0
16 0 0 0 1+ 2 1
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0
19 3+ 15 1 1+ 1 1
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Apéndice C: Avaliacéo histopatolégica das alteragbes gerais encontradas em borda interna e externa de cortes histologicos de leséo
cutanea ulcerada de 19 pacientes diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Céd Paciente cgrlggtrsribzzn(;a HEPE Tecido de granulacéo Necrose HéZERAPMLgSSAA
1 Nao Nao Sim Sim 2+
2 N&o Sim Néo N&o 3+
3 Sim Nao Sim Sim 1+
4 Sim Sim Sim Sim 3+
5 Sim Nao Sim Nao 1+
6 Sim Sim Sim Néo 3+
7 Sim Sim Sim N&o 3+
8 Sim Sim Sim Nao 3+
9 Sim Sim Sim Néo 3+
10 Sim Nao Sim Nao 2+
11 Sim Sim Sim N&o 3+
12 N&o Sim N&o N&o 3+
13 Sim N&o Sim Sim 0+ (Sem epiderme)
14 Sim Sim Sim N&o 3+
15 Sim N&o Sim Sim 0+ (Sem epiderme)
16 Sim N&o Sim Sim 1+
17 Sim N&o Sim Sim 0+
18 Sim N&o Sim Sim 0+
19 Sim N&o Sim N&o 0+
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Apéndice D: Avaliacé@o histopatoldgica de granulomas em borda interna e externa de cortes histoldgicos de lesdo cuténea ulcerada de 19
pacientes diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

C6d Paciente GRANULOMA GRANULOMA
Borda Interna Borda Externa
Bem formado Mal formado Bem formado Mal formado
1 Nao Sim Nao Sim
2 N&o Sim N&o Sim
3 N&o Sim Nao Sim
4 N&o Sim N&o Sim
5 N&o N&o N&o N&o
6 Sim Sim N&o Sim
7 Nao Sim Néao Sim
8 N&o Sim N&o Sim
9 N&o Sim Néao Sim
10 N&o Sim N&o Sim
11 N&o Sim N&o Sim
12 Nao Sim Nao Sim
13 N&o Sim N&o Sim
14 Sim Sim Néao Sim
15 Néao Sim N&o Sim
16 Nao Sim Nao Sim
17 N&ao Sim N&o Sim
18 Sim Sim Sim Sim
19 N&ao Sim N&o Sim
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Apéndice E: Avaliagao histopatoldgica dos tipos de necrose em borda interna e externa de cortes histoldgicos de lesdo cutanea ulcerada
de 19 pacientes diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Cdéd do NECROSE NECROSE
Paciente Borda Interna Borda Externa
Caseosa Liquefativa Coagulativa Fibrinoide Outra Caseosa Liquefativa Coagulativa Fibrinoide Outra
1 Sim N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Néo N&o
2 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Néo N&o Néo
3 Sim N&o N&o Sim N&o N&o N&o N&o N&o Néo
4 Sim N&o N&o Sim N&o N&o N&o N&o N&o N&o
5 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
6 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
7 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Néo Néo N&o Néo
8 N&o N&o N&o Nao Néo Néo Néo Néo N&o N&o
9 N&o N&o N&o Nao Néo Néo Néo Néo N&o N&o
10 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
11 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
12 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
13 N&o Sim N&o N&o N&o N&o N&o Nao N&o Nao
14 Sim N&o N&o Sim N&o N&o N&o N&o Sim N&o
15 Sim N&o N&o Sim N&o N&o N&o N&o N&o Nao
16 Sim N&o N&o Sim N&o N&o N&o Sim Sim N&o
17 Sim N&o N&o Sim N&o Sim N&o N&o Sim N&o
18 Sim Sim(caseosa inicial N&ao N&ao Nao Sim Nao N&ao N&ao Néao

=
©

Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
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Apéndice F: Avaliacao histopatolégica semi quantitativa de plasmacitos, linfocitos e neutréfilos em borda interna e externa de cortes
histolégicos de lesédo cutanea ulcerada de 19 pacientes diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Cdéd do Borda Interna Borda Externa
Paciente Plasmécitos Linfocitos Neutrofilos Plasmdcitos Linfocitos Neutroéfilos
1 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
2 3+ 2+ 1+ 3+ 2+ 1+
3 2+ 2+ 0 2+ 1+ 0
4 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0
5 3+ 1+ 1+ 2+ 1+ 1+
6 3+ 3+ 1+ 2+ 2+ 0
7 3+ 1+ 1+ 3+ 2+ 0
8 2+ 2+ 1+ 3+ 2+ 24
9 3+ 3+ 0 2+ 2+ 0
10 3+ 3+ 1+ 3+ 3+ 1+
11 3+ 3+ 1+ 3+ 3+ 0
12 3+ 2+ 0 3+ 2+ 0
13 2+ 3+ 2+ 2+ 3+ 1+
14 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 0
15 3+ 3+ 0 3+ 3+ 1+
16 3+ 3+ 1+ 1+ 1+ 1+
17 3+ 2+ 0 3+ 2+ 0
18 3+ 2+ 1+ 2+ 1+ 0

=
©

2+ 2+ 1+ n
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Apéndice G: Avaliacdo das alteracdes histopatoldgicas especificas em borda interna e externa de cortes histolégicos de lesdo cutanea

ulcerada de 19 pacientes com diagnosticados com LC, atendidos no Rio de Janeiro, Brasil (2009-2010).

Céd do Alteracfes Histopatoldgicas especificas
Paciente Borda Interna Borda Externa

REC REN RENG REG RET RES REC REN RENG REG RET RES

1 Nao Nao Sim Sim N&ao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
2 Nao Nao Nao Sim N&ao Nao Nao Nao Nao Sim Néao Nao
3 Nao Nao Sim Sim N&ao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
4 Nao Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
5 Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao
6 Nao Nao Nao Sim N&ao Sim Nao Nao Nao Sim Nao Nao
7 Nao Nao Nao Sim N&ao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
8 Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
9 Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
10 Nao Nao Nao Sim N&ao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
11 Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
12 Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
13 Nao Nao Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
14 Nao Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Nao Nao
15 Nao Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
16 Nao Nao Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
17 Nao Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Nao
18 Nao Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
19 Nao Nao Nao Sim Néao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao

Legenda: REC: Reagédo Exsudativa Celular; REN: Reacgdo Exsudativa Necrética; RENG: Reagdo Exsudativa e Necrético-Granulomatosa;

REG: Reacao Exsudativa e Granulomatosa; RET: Reacdo Exsudativa e Tuberculoide; RES: Reac&o Exsudativa e Sarcoide.



