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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca de amplo espectro
clinico e os sinais clinicos ndo séo patognomonicos da doenca. O diagndstico se faz através da
observacgdo do parasito em material de lesdo, entretanto, métodos com maior simplicidade em
sua realizacdo laboratorial, na obtencdo de amostras e transporte sdo necessarios. O ELISA é
um método de importancia para o diagnostico do LTA e o seu uso em grande escala
necessitam de pesquisas que possam avaliar seu desempenho. Este estudo teve por objetivo
realizar uma avaliagdo retrospectiva do desempenho do ELISA in house em apoio ao
diagndstico da LTA nos pacientes atendidos no periodo de 2000 a 2005 no Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fiocruz-RJ. Foi realizado um estudo transversal
retrospectivo em que foram analisadas informacGes clinicas dos pacientes com LTA,
resultados do ELISA in house e resultados parasitoldgicos (do cultivo in vitro do parasito, do
exame direto/imprint e da histopatologia) provenientes de bancos de dados e/ou prontuérios
médicos. O ELISA in house apresentou uma maior positividade 85,4% nos pacientes com
LTA quando comparado ao cultivo in vitro (59,2%) e ao exame direto/imprint (44,2%).
Entretanto, foi observada uma menor positividade quando se comparou a histopatologia
(87,4%) e ao parasitoldgico geral (94%). Demonstrou uma concordancia de 56% com cultivo
in vitro, 52% com exame direto/imprint, 77% com a histopatologia e 82% com algum dos
exames parasitologicos positivos. Entretanto, mesmo diante de alguns valores altos, nao foi
possivel estabelecer significancia entre essas correspondéncias (Kappa Cohen’s p>0,05). Ndo
foi possivel diferenciar as formas clinicas de LTA estudadas utilizando ELISA in house
(Kruskal-wallis, p>0,05), entretanto, foi observado um leve aumento das medidas de unidade
arbitraria (UA) e densidade 6tica (DO) do ELISA in house em pacientes com a forma mucosa
da doenca. N&o foi possivel diferenciar os pacientes com de lesbes cuténeas e lesdes
associadas ao quadro de LTA dos pacientes sem presenca de leGes cutaneas (com lesdes
mucosas) e sem lesfes associadas. Os resultados encontrados demonstram que a utilizacdo do
ELISA in house tem potencial de apoio no diagnostico de pacientes com LTA, sendo
importante destacar que mais estudos sdo necessarios para evidenciar o real valor diagndstico
do ELISA in house na identificagdo da LTA.

Palavras-chave: ELISA; diagnoéstico; Leishmaniose Tegumentar Americana.



ABSTRACT

The American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a disease with a broad clinical
spectrum, and clinical signs are not pathognomonic of the disease. Diagnosis is made through
observing the parasite in lesion material; however, methods with greater simplicity in
laboratory execution, sample collection, and transport are necessary. ELISA is an important
method for ATL diagnosis, and its large-scale use requires research to evaluate its
performance. This study aimed to conduct a retrospective evaluation of the performance of in-
house ELISA in support of the diagnosis of ATL in patients treated from 2000 to 2005 at the
National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas (INI)/Fiocruz-RJ. A retrospective
cross-sectional study was conducted analyzing clinical information of patients with ATL, in-
house ELISA results, and parasitological results (from in vitro parasite culture, direct/imprint
examination, and histopathology) from databases and/or medical records. In-house ELISA
showed higher positivity (85.4%) in patients with ATL compared to in vitro culture (59.2%)
and direct/imprint examination (44.2%). However, lower positivity was observed compared
to histopathology (87.4%) and overall parasitological (94%). It demonstrated a 56%
agreement with in vitro culture, 52% with direct/imprint examination, 77% with
histopathology, and 82% with any positive parasitological tests. However, even with some
high values, it was not possible to establish significance between these correspondences
(Cohen’s Kappa p>0.05). It was not possible to differentiate the clinical forms of ATL studied
using in-house ELISA (Kruskal-Wallis, p>0.05); however, a slight increase in arbitrary unit
(AU) measures and optical density (OD) of in-house ELISA was observed in patients with the
mucosal form of the disease. It was not possible to differentiate patients with cutaneous
lesions and lesions associated with ATL from patients without cutaneous lesions (with
mucosal lesions) and without associated lesions. The results demonstrate that the use of in-
house ELISA has the potential to support the diagnosis of patients with ATL. It is important
to highlight that further studies are necessary to demonstrate the real diagnostic value of in-
house ELISA in identifying ATL.

Keywords: ELISA; diagnosis; American Tegumentary Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

A historia das leishmanioses passa pela expansdo colonial europeia nos continentes
asiatico e africano (Benchimol; Jogas, 2020). As primeiras pesquisas, datam do ano de 1886,
acreditavam que os sintomas n&o se tratava de uma nova doenga, mas sim variagdes dos casos
de malaria. Os trabalhos liderados por Willian Boog Leishman e Max Luhe, entre 0s anos
1800 a 1900, contribuiram significativamente para o conhecimento e definicdo do agente
etiologico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (Conceicdo, 2014; Jogas, 2019;
Benchimol, 2020).

No continente americano acredita-se que as leishmanioses cutaneas remontam a 120
milhGes de anos. O registro em pecas de ceramica no Peru, Equador e Colémbia datam de 400
a 900 anos d.C. e mostram rostos mutilados na regido nasal com forte semelhanca com os
danos causados pela forma mucosa da doenca. A historia da leishmaniose, tanto no Velho
qguanto no Novo Mundo, passa pelo reconhecimento da doenca, a busca por sua etiologia,
intervencdo clinica, a identificacdo do transmissor, sua origem e evolucdo (OPAS, 2021).

O agente etiologico da LTA é um protozoario do Filo Protozoa, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidade e do género Leishmania, € um parasito
intracelular obrigatoério do sistema fagocitico mononuclear. No continente Americano tém-se
a circulacdo confirmada de doze espécies de Leishmania. No Brasil identificou-se sete
espécies: seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania (BRASIL, 2017). A
LTA tem como vetor os flebotomineos da espécie Lu. intermedia (Gontijo, 2003).

Os hospedeiros sdo considerados aquelas espécies de animais que garantem a
circulacdo do parasito em um dado territério geografico em um espago de tempo. Tém-se
como hospedeiros identificados os animais silvestres, sinantropicos e domésticos (BRASIL,
2017). A transmissdo da doenca ocorre no ato do repasto sanguineo de insetos flebotomineos
infectados. O padrdo epidemiologico da doenca divide-se basicamente em: silvestre,
ocupacional, lazer, rural e/ou periurbano em areas de colonizacdo (BRASIL, 2017).

O ciclo da doenca envolve a transferéncia dos parasitos digenéticos na forma
promastigota do vetor para o hospedeiro. Na forma promastigota o parasito apresenta-se de
forma alongada com flagelo externo no tubo digestério do inseto vetor. A forma amastigota
esta presente em células do sistema fagocitico mononuclear dos vertebrados (Gontijo, 2003).
As diversas espécies de Leishmania e a forma como serd elaborada a resposta imune do
hospedeiro sdo fatores que determinardo o quadro clinico e as manifestacdes clinicas da
doencga (Gontijo, 2003; OPAS, 2021).
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A LTA é considerada como um problema de salde publica de alta frequéncia nas
Américas e destaca-se entre as seis doengas infecto parasitarias de maior importancia no
continente (BRASIL, 2007). Segundo o Informe Epidemiologico das Ameéricas da OPAS de
2019, entre 2001 e 2019, foram notificados 1.028.054 (um milhdo vinte e oito mil e cinquenta
e quatro) casos de leishmaniose cutdnea e mucosa por dezessete paises endémicos das
Américas (OPAS, 2021).

A LTA tem duas principais classificacbes clinicas: Leishmaniose Cutanea e a
Leishmaniose Mucosa (BRASIL, 2017). Na Leishmaniose Cutanea observa-se as seguintes
formas: forma cuténea localizada Unica ou mdaltipla. Sendo que a primeira se caracteriza por
lesBes Unicas (tipicas) ou multipla, ja a segunda apresenta-se na forma cutanea disseminada,
com lesdes multiplas (mais de 10) acometendo varias partes do corpo. A forma recidiva cutis
ocorre quando ha a reativacdo de lesdo cicatrizada previamente e a forma cutaneo difusa
caracteriza-se por lesdes infiltradas atingindo grandes extensdes (BRASIL, 2017; OPAS
2021).

A confirmacdo da LTA envolve o diagndstico clinico epidemiolégico do paciente e o
diagnostico laboratorial. O diagnéstico laboratorial envolve basicamente 3 grandes grupos de
andlises: as técnicas parasitoldgicas, as técnicas imunoldgicas e as técnicas histopatoldgicas
conforme Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar do Ministério da Salde
(BRASIL, 2017). Algumas Secretarias Estaduais e Municipais de Salde e Hospitais
Universitarios adotam também as técnicas moleculares. A técnica parasitologica se da com a
demonstracdo direta do parasito, as técnicas imunoldgicas (Intradermoreacdo de Montenegro
(IDRM), RIFI e ELISA) avaliam a presenca de anticorpos anti-Leishmania e a resposta
celular frente ao extrato lisado do parasito. As técnicas moleculares avaliam a presenca de
DNA do parasito nas amostras pesquisadas (OPAS, 2021).

Os ensaios imunoenzimticos sdo testes que permitem a realizacdo de ensaios
qualitativos e quantitativos com objetivo de detectar antigenos ou anticorpos (CONFORT,
2009). O ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para LTA é um teste
imunoenzimatico de multiplas fases que quantifica anticorpos, possui elevada precisao para a
deteccdo de quantidades minimas de anticorpos. O ELISA apresenta maior positividade na
LTA quando realizado na fase inicial da doenca na forma cutdnea e nos casos graves
(Ferreira; Moraes, 2013).

O ELISA pode também ser utilizado para a avaliagdo do controle da cura, associando-
se a negativacgdo dos titulos com a cicatrizacdo das lesdes e ao bom progndstico (Medeiros et

al., 2017). Possui potencial para: diagnosticar a LTA quando os pacientes apresentam alta
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suspeicdo clinica e apresentam exame parasitolégico negativo. Dessa forma ele pode atuar
como fator esclarecedor para diagnéstico diferenciado em relacdo a outras doencas e no
controle da cura ou processo de recidiva da doenca (CONFORT, 2009).

No territorio nacional, o0 ELISA tém sido objeto de estudo no intuito de buscar avaliar
seu desempenho para o diagndstico da LTA (Zanetti et al., 2019; Mendes et al., 2019).
Destaca-se por ser um teste realizado de forma automatica, em larga escala e de facil
reprodutibilidade e com facilidade de implementacdo em centros diagndsticos publicos.
Diante do exposto, esse trabalho busca avaliar o desempenho do ELISA in house no
imunodiagndstico da leishmaniose tegumentar americana em pacientes atendidos no Instituto

Nacional de Infectologia Evandro Chagas na Fiocruz no periodo de 2000 a 2005.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BREVE HISTORIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A historia das leishmanioses passa pela expansdo colonial europeia. Com as
expedicBes para Asia e ao Norte da Africa surgiram os primeiros sinais de Ulceras na pele
com comprometimento de regido mucosa em humanos. A doenca recebia nomes conforme
sua localizagdo geogréfica de ocorréncia como: Botdo de Aleppo (referéncia a Siria), Botéo
de Biskra (Argélia). Na regido de Assam (india), a doenca era denominada de kala-azar
(termo de origem local em referéncia ao escurecimento que a doenga causava na pele). No
periodo entre 1891 a 1901 a Leishmaniose deixou algumas regides da india despovoadas,
chegando a ceifar cerca de 30% da populacéao local (Benchimol; Jogas, 2020).

Novas pesquisas acreditavam que os sintomas ndo se tratavam de uma nova doenca,
mas sim de variacGes dos casos de malaria (Benchimol, 2020). Em 1903, Ross denomina um
novo protozodrio, batizando-o de Leishmania em homenagem ao precursor dessa descoberta.
Em 1906, o agente passa a ser cunhado como Leishmania tropica por Max Luhe (Jogas,
2019). No século XX as Leishmanioses tornar-se-d0 uma das doencas mais instigantes e
pesquisadas. Fato esse ratificado nos registros de bordo das expedicGes realizadas por
Evandro Chagas a Amazonia (Vale; Furtado, 2005).

Com o avanco das pesquisas das Leishmanioses denominou-se a Leishmania donavoni
como agente etiologico da forma visceral da doenca e a Leishmania tropica como agente
etioldgico da forma dermatoldgica. As primeiras publicacfes sobre a Leishmaniose no Século
XX ainda distinguiam o kala-azar do “Botdo do Oriente” (Benchimol; Jogas, 2020).

No continente americano acredita-se que as leishmanioses cutdneas remontam a
milhdes de anos. O registro em pecas de cerdmica no Peru, Equador e Colémbia datam de 400
a 900 anos d.C. e mostram rostos mutilados na regido nasal com forte semelhanca com os
danos causados pela forma mucosa da doenga. (OPAS, 2021). No ano de 1909 teve-se a
primeira publicagdo de leishmaniose cutanea no continente americano (Jogas, 2019).

Com os avangos econémicos no pais surge a construcdo da Estrada de Ferro. Esta
ligaria o estado do Mato Grosso ao Porto de Santos em S&o Paulo. O aumento acentuado de
trabalhadores doentes, na construcdo da ferrovia, levou Adolpho Lutz (Instituto de
Bacteriologia de Sao Paulo) a classificar a doenca, denominada de “alcera de Bauru”, como a

quarta doenga mais importante do estado naquele momento (Jogas, 2019).
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Despontou no cendrio de pesquisa o jovem Gaspar Vianna, médico paraense, que apds
longos estudos propds que havia a ocorréncia de uma nova espécie no Brasil: a Leishmania
(Viannia) braziliensis (OPAS, 2021). A partida repentina de Gaspar Vianna, aos 29 anos,
deixou uma lacuna em aberto sobre a possibilidade da Leishmania braziliensis ser a
responsavel pela forma mucosa da doenca.

Em publicagdes futuras, Patrick Manson viria reforgar as teorias de Vianna. Em 1916
0 médico Alfredo da Matta propds uma divisdo das manifestacdes clinicas das leishmanioses
em relacdo ao agente etioldgico. Sendo a forma visceral causada pela Leishmania donovani e
a forma tegumentar (cutanea, mucosa e cutdneamucosa) causada por espécies Leishmania
braziliensis e Leishmania furunculosa. (Jogas, 2019).

Alguns marcos importantes nesse periodo contribuiram para o avanco e fortalecimento
das pesquisas e Jodo Baptista Montenegro estudou e prop6s o diagnostico a partir da
intradermoreacdo. Sendo que a ultima revolucionou o diagnostico da doenca e tornar-se-ia o
padrdo ouro por muitos anos no Brasil (Jogas, 2019).

Todo o trabalho de Samuel Pessoa contribuiu para a confirmagdo daquilo que fora
proposto por Gaspar Vianna, a confirmacdo de uma espécie diferente daquela do “Botdo do
Oriente” como responsavel pelos casos no Brasil: a Leishmania braziliensis. Essa persiste
como a Unica responsavel pelos casos da forma cutanea e muco-cutanea no Brasil até 1960.
Nesse mesmo ano, o proprio Samuel Pessoa reconhece novas cinco espécies: L. braziliensis,
L. guyanensis, L. peruviana, L. mexicana e L. pifanoi (Jogas, 2019).

No periodo que abrange de 1963 a 1970 observa-se evolucdo no estudo sobre a forma
como as Leishmanias se desenvolviam no intestino dos flebotomineos. Em 1987, tém-se o
entendimento de dois grupos filogenéticos diferentes: Viannia, presente nas Americas, e
Leishmania presente no Velho e Novo Mundo. Com um amplo quadro sintomatico e uma
etiologia complexa, a doenca permanece na lista das Doencgas Tropicais Negligenciadas da

OPAS e como um desafio a ser enfrentado nas Américas (OPAS, 2021).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO E VETOR

O agente etioldgico da LTA é um protozoario do Filo Protozoa, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania, um parasito intracelular
obrigatorio do sistema fagocitico mononuclear. Os parasitos da Familia Trypanosomatidae

caracterizam-se por apresentar uma rede de microtibulos subpeliculares bastante rigida.
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Apresentam-se de duas formas: flagelada ou promastigota ou na forma amastigota com
flagelo ndo aparente (Figura 1) (Pessoa; Martins, 1982).

A forma promastigota é encontrada geralmente no tubo digestivo do inseto vetor,
invertebrado. Ja a forma amastigota ¢ identificada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados.
Os promastigotas tém como caracteristicas: corpo alongado, tamanho aproximado de 14 e
20pum e flagelo livre. Os amastigotas apresentam corpo ovoide e medem entre 2,1 e 3,2um e

flagelo interno (Pessoa; Martins, 1982).

Figura 1 - Formas evolutivas de Leishmania spp. A: promastigota B: amastigota
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Fonte: Brasil, 2017.

No continente Americano tém-se a circulacdo confirmada de doze espécies de
Leishmania como agente etioldgico da doenca em humanos e oito espécies descritas somente
em animais. No Brasil identificou-se sete espécies: seis do subgénero Viannia e uma do
subgénero Leishmania (BRASIL, 2017). Ha diversos métodos para a identificacdo das varias
espécies de Leishmania, entretanto, a eletroforese de isoenzimas permanece como o melhor
método (Cupolillo et al, 1994; Vale; Furtado, 2005). A infeccdo em humanos pode ser
assintomatica ou apresentar um quadro clinico com muitas manifestacGes inespecificas,
caracterizando-se em seu quadro classico por gerar lesdes em pele e mucosas (OPAS, 2021).

As espécies circulantes no pais pertencem ao subgénero Viannia e Leishmania. A
especie L. (V) braziliensis é presente nos vinte e sete estados da federacdo, seguida da espécie
L. (L) amazonensis presente em dezesseis estados. As outras cinco espécies, L. (V)
guyanensis, L. (V) lainsoni, L. (V) naiffi, L. (V) lindenberg e L. (V) shawi foram identificadas
como circulantes nos estados da regido Norte e Nordeste (BRASIL, 2017). Na regido sudeste
prevalece a circulagdo das especies L. (V) braziliensis (Espirito Santo (ES), Minas Gerais
(MG), Rio de Janeiro (RJ), Séo Paulo (SP)), L. (L) forattiwnii (ES), L. (L) amazonensis (MG)
e L. (L) enriettii (SP) (BRASIL, 2017).
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As espécies tém apresentado evolucdo quanto ao seu habitat, aquelas que antes tinham
caracteristicas silvestres, ja podem ser identificadas em ambientes periurbanos ou em areas de
colonizacdo humana. A plasticidade de algumas espécies tem suscitado questionamentos
sobre a presenca destas em areas de transmissao, antes incomum ou com pouca frequéncia.
Essa mudanca na dindmica do ciclo de transmissdo demonstra que a distribuicdo geografica
observada revela uma forte adaptagédo dos vetores e hospedeiros do que necessariamente uma
mudanca no bioma (OPAS, 2021).

A LTA tem como vetor os flebotomineos. Esses insetos, pertencentes a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia (Lu.), sdo
também conhecidos popularmente como mosquito-palha, tatuquira, birigui. As espécies mais
comuns no ciclo de transmissdo no Brasil sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu.
umbratilis, Lu. intermedia e Lu. migonei. As espécies Lu. whitmani, Lu. intermedia e Lu.
migonei sdo consideradas como as principais espécies envolvidas na transmisséo da L. (V)
braziliensis pois apresentam um alto grau de antropofilia (Lima, 2010).

Os hospedeiros sdo considerados aquelas espécies de animais que garantem a
circulacdo do parasito em um dado territério geografico em um espaco de tempo. Tém-se
como hospedeiros identificados os animais silvestres, sinantrépicos e domésticos ((BRASIL,
2017). Segundo a OPAS, 2021 os mamiferos silvestres de sete ordens s&o considerados 0s
principais hospedeiros das principais espécies de Leishmania spp. dentre as espécies
destacam-se 0s animais das ordens: Didelphimorphia (gamba), Cingulata (tatu), Pilosa
(tamandua e preguica), Rodentia (roedores), Primata, Carnivora (cdes domésticos/selvagens e
gatos) e Chiroptera (morcego) como hospedeiros das espécies L infantum, L. guyanensis, L.
amazonensis, L. panamensis, L. naiffi, L. mexicana e L. shawi.

Os cées, da ordem Carnivoros, ainda permanecem como um ponto controverso a
serem elucidado, ja que ndo se sabe se o cdo € um hospedeiro natural ou acidental da
Leishmania (OPAS, 2021). Na LTA o cédo apresenta poucas formas parasitarias disponiveis
para o vetor (restritas as areas de lesdo, com pouca quantidade de parasitos disponiveis para
infeccdo do vetor) (Madeira,2003). N&o tendo a importancia epidemiol6gica que possui na
leishmaniose visceral, em que é considerado reservatorio da doengca (BRASIL, 2017). A
variedade de hospedeiros, seus modos de vida e habitat tornam a epidemiologia da LTA
complexa. Compreender os elos da cadeia de relacionamento e interdependéncia entre esses
hospedeiros é um ponto de partida para a compreensao da ecologia das espécies no territorio
(BRASIL, 2017).
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2.3 TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

A transmissdo da doenca ocorre no ato do repasto sanguineo de insetos flebotomineos
infectados, ndo é transmissivel de pessoa a pessoa. O padrdo epidemiol6gico da doenca
divide-se basicamente em: silvestre (hospedeiro vertebrado circulando no ambiente do vetor),
ocupacional e lazer (o vetor circula em ambientes ocupacionais ou de lazer de hospedeiros
vertebrados) e rural e/ou periurbano em areas de colonizagéo (o hospedeiro vertebrado circula
pelo ambiente do vetor a partir de exploracdo da natureza para fim habitacional) (BRASIL,
2017).

O ciclo biologico e a transmissao do parasito iniciam-se quando o fleb6tomo realiza o
repasto sanguineo em humanos ou animais infectados (Figura 2). A fémea ingere macréfagos
parasitados com a forma amastigota, junto com o sangue e/ou linfa intersticial. Durante o
trajeto pelo trato digestivo anterior, ou ao chegar ao estdmago, esses macréfagos rompem-se e
liberam as formas amastigotas. Essas formas sofrem divisdo e transformam-se em
promastigotas (Neves, 2005).

Os promastigotas passardo por processos sucessivos de divisao celular envoltas por
uma membrana peritréfica, secretada pelas células do estbmago do inseto. Ap6s o terceiro ou
quarto dia do repasto a membrana ird se romper e liberar formas promastigotas que ficam
livres e continuam a divisdo celular e poderdo seguir dois caminhos diferentes pelo trato
digestivo do inseto (Neves, 2005).

No primeiro caminho as formas promastigotas do subgénero Viannia dirigem-se para
o0 intestino colonizando piloro e ileo. Nesse local transforma-se em paramastigotas, essas
formas permanecerdo aderidas pelo flagelo ao epitélio intestinal através de
hemidesmossomas. Ocorrem novas divisdes celulares e as paramastigotas migram para a
faringe (regido anterior do tubo digestivo). Na faringe elas atingem o estagio infectivo: as
formas metaciclicas (Neves, 2005).

O segundo caminho, do subgénero Leishmania, ocorre com as formas promastigotas
multiplicando-se de forma livre ou aderidas as paredes do estbmago do inseto vetor. As
promastigotas migram para a regido anterior do estdbmago e diferenciam-se em paramastigotas
colonizando o esoéfago e faringe. Nesse local ocorre a diferenciacdo em formas infectantes
metaciclicas. Esse ciclo leva de trés a cinco dias (Neves, 2005).

As diversas espécies de Leishmania e a forma como sera elaborada a resposta imune

do hospedeiro sdo fatores que determinardo o quadro clinico e as manifestagdes clinicas da
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doenca (BRASIL, 2017; OPAS, 2021). No hospedeiro vertebrado, ap6s o repasto do
flebdtomo e inoculagdo da forma promastigota na derme, inicia-se o ciclo do parasito no
organismo e a resposta imune. A saliva do feblétomo atraird para a area células fagocitarias
mononucleares. Os macréfagos desempenham um papel importante nessa etapa.

Em alguns pacientes infectados, os macréfagos podem destruir o parasito e encerrar o
processo infeccioso. As formas promastigotas transformar-se-&o na forma amastigotas durante
a fagocitose e iniciam a reproducao por divisdes binarias sucessivas. Esse processo promove a
atracdo de mais macrofagos ao sitio e estes s@o infectados. Toda essa a¢ao leva ao surgimento
de um infiltrado inflamatério composto por linfécitos e macréfagos na derme. Esses

macrofagos possuem alta concentracdo de parasitas. (Neves, 2005).

Figura 2 - Ciclo bioldgico da Leishmaniose Tegumentar Americana
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Fonte: Adaptado de Harhay, 2011.

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

As leishmanioses ocorrem com maior frequéncia nas Américas, Africa e Asia. Na
atualidade a doenca esta presente em 102 paises, distribuidos nas seis regides de abrangéncia
da OMS (Figura 3). Dos paises que compdem o Mediterraneo Oriental, o qual ocupa o
primeiro lugar em nivel de carga da doenca, 82% sdo endémicos para leishmaniose cutanea. A

regido das Ameéricas € a segunda regido com maior ocorréncia de leishmaniose tegumentar. O
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continente possui 36 paises e destes, 21 (58%) deles sdo classificados como endémicos pela
OMS (WHO, 2021).

As condicdes climaticas, de habitacdo e exploracdo do meio ambiente fazem com que
a doenca nas Ameéricas seja considerada zoonose com ciclos de transmissdo silvestre,
domestico rural e doméstico urbano. Além dos casos da LTA em suas diversas formas
clinicas, outro fator agravante é a coinfeccdo por Leishmania e HIV (Human
Immunodeficiency Virus). Em 2018 o Brasil notificou a OPAS 168 casos (OPAS, 2021).

Figura 3 - Estado de Endemicidade da Leishmaniose Cutanea no Mundo, 2020.
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Fonte: Adaptado a partir de WHO, 2021.

A LTA é uma doenca de notificacdo compulsoria obrigatéria no Brasil conforme os
dispostos da Portaria Gabinete Ministerial (GM)/MS N° 104 de 17 de fevereiro de 2016%. Em
2020, o Brasil notificou a OPAS 16.432 novos casos de leishmaniose tegumentar com
coeficiente de deteccdo médio de 15,4 casos/100 mil habitantes. Quanto ao tipo de
leishmaniose tegumentar identificada: 15.732 casos (95,75%) eram do tipo cutanea, 692
(4,2%) do tipo mucosa e 08 (0,05%) ndo foram especificados (OPAS,2021).

A leishmaniose acomete mais homens, sendo 0 sexo masculino o género com mais de

70% dos casos no Brasil em 2020. Acredita-se que tal fator deve-se as condic¢des de trabalho

! Define a Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de doencas, agravos e eventos de salde publica

nos servicos de salde publicos e privados em todo o territrio nacional, nos termos do anexo, e da outras
providéncias.
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como trabalhadores da agricultura e da colheita do fumo, exposi¢cdo ao vetor e acesso aos
servicos de saude (OPAS, 2021).

Quanto a ocorréncia de casos por regido, identifica-se que a regido norte é a regido
com maior concentracdo de casos. Essa regido responde por 44,49% do total de casos
notificados. As regides: nordeste, centro-oeste e sudeste apresentam-se como endémicas
sendo responsaveis por cerca de 15% do total de casos cada uma. A regido Sul apresenta um
baixo numero de casos e 0 estado do Parana apresenta-se como 0 mais endémico desta regido
(BRASIL, 2017).

Em uma analise espacial-temporal (2001-2017) dos casos de LTA no Brasil, Portella e
Kraenkel, 2021 identificaram que foram notificados 379.571 (trezentos e setenta e nove mil e
quinhentos e setenta e um) novos casos nesse periodo. Destes, quanto ao municipio de
origem, identificou-se a presenca de LTA em 73,87% dos municipios brasileiros. Uma
incidéncia de 11,86/100.000 habitantes (Portella; Kraenkel, 2021).

A prevaléncia e maior ocorréncia de LTA no Brasil continua sendo nos municipios da
Amazonia Legal. Do total de casos notificados entre 2001 a 2017, identifica-se que 80% dos
casos notificados ocorrem em 10% dos municipios da Amazonia Legal, localizados nos
seguintes estados: Maranhdo, Mato Grosso, Para e Rondonia. Fora da Amazonia legal, hd um
cluster no estado da Bahia. No tocante a tendéncia da doenca no territorio, observou-se que
24,2% dos municipios apresentaram diminuicdo de casos, 3,2% aumentaram e 72,5% n&o
apresentaram tendéncia alguma (Portella; Kraenkel, 2021).

Na regido Sudeste, Minas Gerais (MG) e Sdo Paulo (SP) sdo os estados com maior
namero de casos. Entretanto, Espirito Santo (ES) e Rio de Janeiro, também sdo estados com
municipios endémicos para LTA (Portella; Kraenkel, 2021).

O estado do Rio de Janeiro, localizado na Regido Sudeste do Brasil, possui 92
municipios e populagdo em torno de 15.989.929 (quinze milhGes e novecentos e oitenta e
nove mil e novecentos e vinte e nove) cidaddaos segundo o censo do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2010. Na capital do estado, municipio do Rio de Janeiro, a
populagéo segundo censo de 2010 era de 6.320.446 (seis milhdes e trezentos e vinte mil e
quatrocentos e quarenta e seis) cidaddos. O estado caracteriza-se por uma elevada densidade
populacional na regido metropolitana (Soares et al., 2020).

As formas de exploracdo, ocupacdo e organizacdo dos modos de vida no espaco
geografico do estado do Rio de Janeiro ocorreu de forma desigual. Com aspectos geogréaficos
diversificados e caracteristicas geomorfologicas de terrenos extremamente acidentada e uma

variedade de composicao de relevo que vai desde a regido serrana, baixadas e litoral. As mais
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variadas exploracfes econdmicas do territdrio, da agricultura e atividade industrial,
favoreceram a distribuicdo e ocorréncia da LTA no territorio (Amari; Costa, 2017).

A LTA no estado do Rio de Janeiro é presente desde o Século XX. Sua presenca é
notavel na capital do estado desde muito cedo nas pesquisas espaciais de ocorréncia da
doenca, sendo a L. (V) braziliensis a espécie prevalente no estado (Carvalho; Dias; Rangel,
2014). A ocorréncia da LTA na cidade do Rio de Janeiro teve um aumento significativo na
década de 80. Em especial na Zona Oeste da cidade. O perfil epidemiolégico é produto da
grande diversidade ambiental e a distribuicdo espacial da LTA na capital surge a partir da
diversidade de exploracdo do territorio para os modos de habitacdo e subsisténcia humana
(Amaro; Costa, 2017).

Ao realizar uma analise espacial entre 1990-2012 da ocorréncia da LTA no estado do
Rio de Janeiro, Soares, et al 2020, mostra que 0s casos sempre ocorreram na capital do
estado. Em todos os periodos avaliados é possivel identificar que a doenca se distribui nas
mais diversas regides do estado. Observa-se que entre os anos 2008-2012 o estado apresentou
uma reducdo no numero de casos. Dos 97 municipios do estado, 27 foram considerados de
grande importancia epidemioldgica para a producdo da LTA no estado. (Soares et al., 2020).

A LTA no estado do Rio de Janeiro ocorre com maior frequéncia em homens, sendo
que dos 5.263 casos notificados entre 1990-2012, 58,9% destes ocorreram em pacientes do
sexo masculino. A LTA também acomete as criangas menores de 10 anos no estado, 8,6% dos
casos notificados nesse periodo atingiu esse publico (Soares et al., 2020). O estado apresentou
nos Gltimos anos uma diminuicdo de casos. Em 2004 apresentava um coeficiente de detec¢édo
de 1,44/100.000 habitantes e no ano de 2013 o coeficiente foi de 0,20/100.000 habitantes
(Vita et al., 2016).

A Tabela 1 a seguir apresenta o volume total de casos notificados por regido de salide?
no estado do Rio de Janeiro entre 2010-2020 onde observa-se maior concentra¢do dos casos

nas regides: Metropolitana I, Serrana e Centro-sul.

2 Considera-se Regido de Salde o espaco geografico continuo constituido por agrupamento de
Municipios limitrofes, delimitado a partir de identidades culturais, econémicas e sociais e de redes de
comunicacdo e infraestrutura de transportes compartilhados, com a finalidade de integrar a organizacdo, o
planejamento e a execugdo de agdes e servicos de salde (Resolugdo CIT N° 1 de 29 de setembro de 2011)
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Tabela 1 - Casos confirmados e notificados de LTA no Estado do Rio de Janeiro entre 2010 a
2020

Regido
de 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
Saude*

01 10 3 1 1 1 2 1 - 6 5 3 33
02 1 3 - 1 2 1 2 - - 2 2 14
03 5 7 3 2 2 1 1 2 7 14 5 49
04 3 2 1 3 = 5 1 6 5 9 2 37

05 54 54 34 12 9 11 18 17 31 29 21 290

06 1 1 3 1 2 1 - 1 1 4 1 16
07 4 7 1 2 8 2 2 4 5 2 4 41
08 14 4 4 2 3 1 - 1 2 2 1 34
09 20 8 6 8 7 5 5 4 14 9 12 98

Total 112 89 53 32 34 29 30 35 71 76 51 612

*01-Baia da llha Grande; 02-Baixa Litoranea; 03-Centro-Sul; 04-Médio Paraiba; 05-Metropolitana I; 06-
Metropolitana Il; 07-Noroeste;08-Norte; 09-Serrana

Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo (Sinan Net).

2.5 CONTROLE DA DOENCA

A LTA é um agravo complexo caracterizado por uma grande diversidade de espécies
de agentes, reservatorios e vetores. Esses fatores junto a situacdo epidemiologica da doenca e
a dificuldade da descentralizacdo do diagndstico e fragilidade nas ac¢Ges de controle do vetor
tornam a doenca um grande desafio para 0s servigos publicos de saude. Esse desafio é
complexo tanto no ambito do controle no territério quanto no enfrentamento das
complicacdes e consequéncias advindas dela (BRASIL, 2017).

Para definicdo do enfrentamento é necessaria uma boa descri¢cdo dos casos humanos
de acordo com a faixa etéria, sexo, forma clinica e local de transmissdo. A caracterizacao

dessas areas sdo acOes primarias e vitais para assegurar que as intervencdes futuras no cenario
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endémico sejam efetivas e capazes de reduzir a carga da doenca no territorio (BRASIL,
2005).

O principal proposito das medidas de prevencdo € reduzir o contato ou presenca
humana com a cadeia de transmissdo. Para isso podem ser utilizadas medidas como:
tratamento dos casos humanos, medidas de protecéo individual para evitar o contato com o
vetor, a identificagdo de possiveis hospedeiros animais e a aplicacdo de inseticidas quando
possivel. E importante salientar que essas estratégias devem ser flexiveis e adequadas as areas
de forma especifica (MARZOCHI, 1997; BRASIL, 2017).

Em relagdo aos hospedeiros silvestres e domesticos, ndo sdo recomendadas nenhuma
medida de controle. A eutanasia de animais domésticos pode ser realizada nos doentes em
casos de agravamento das lesfes que possam provocar sofrimento intenso ao animal. Ndo ha
recomendacdes para o tratamento dos animais doentes, ja que 0 mesmo pode desencadear a
resisténcia do parasito as drogas utilizadas para o tratamento em humanos. A educagdo em
salde ainda desponta como uma excelente forma de conscientizar os profissionais de saude e
a populacdo em geral e contribuir para o controle da doenca no territério (BRASIL, 2017).

A grande gquantidade de cobertura florestal, alta diversidade de possiveis espécies de
mamiferos hospedeiros e as condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do vetor sdo
fatores tipicos e desafiadores no enfrentamento da LTA na Amazonia Legal. A abordagem da
LTA requer um conhecimento adequado da epidemiologia local, identificacdo de quais
espécies de vetores e de hospedeiros estdo envolvidos, seus habitats, area de combate ao vetor
e sazonalidade (Portella; Kraenkel, 2021).

O padrao de transmissdo da LTA no Brasil é altamente variavel. Ainda pouco se sabe
sobre a ecologia de espécies vetores e de reservatérios de mamiferos envolvidos no ciclo de
transmissdo em muitas regides do pais (Portella; Kraenkel, 2021). Os paises das Américas sdo
signatarios no Plano de Acdo Para a Eliminagdo de Doengas Infecciosas Negligenciadas e
Acbes Pods-Eliminacdo 2016-2020. Porém, o enfrentamento e a diminuicdo da carga da
doencga no pais continua sendo um grande desafio para 0s rgdos governamentais, instituicdes

de ensino e pesquisa e profissionais da satde. (OPAS,2021).

2.6 APRESENTACAO CLINICA E TRATAMENTO NA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA

2.6.1 Apresentacao clinica da Leishmaniose Tegumentar Americana
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As varias formas clinicas da doenca dependem da espécie do parasito infectante, do
vetor, dos reservatorios, das caracteristicas geograficas. Os aspectos clinicos da doenca vao
desde pacientes assintomaticos até pacientes com a forma difusa da doenca. Essa forma
provoca lesbes disseminadas por todo o corpo (Sato, 2017).

A LTA tem duas principais classificagdes clinicas: Leishmaniose Cutdnea e a
Leishmaniose Mucosa (BRASIL, 2017). Na Leishmaniose Cutanea pode se observar as
sequintes formas: forma cutanea localizada Unica ou multipla. A primeira forma apresenta
lesbes Unicas (tipicas) ou mdltiplas. A forma cutanea disseminada caracteriza-se por
apresentar lesdes multiplas (mais de 10) acometendo varias partes do corpo. A forma recidiva
catis manifesta-se com a reativacdo de lesdo cicatrizada previamente e a forma cutaneo difusa
caracteriza-se por lesdes infiltradas atingindo grandes extensdes (BRASIL, 2017, OPAS
2021).

No Brasil, a L. (V.) brasiliensis é causadora das formas cutanea localizada Unica,
multipla, cuténea disseminada e recidiva cutis. A L. (L.) amazonensis é responsavel por todas
as formas cutaneas descritas. A L. (V.) guyanensis € responsavel pelas formas localizada
Unica, multipla e disseminada. As espécies L. (V.) naiffii, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni sdo
responsaveis pelas formas localizadas e maltiplas da doenga (BRASIL, 2005).

A leishmaniose mucosa caracteriza-se por manifestacdes metastaticas e acometem
principalmente mucosa nasal e oral. A manifestacdo da forma mucosa pode ser secundéria a
lesdo cutanea e pode manifestar-se tardiamente (meses ou anos apos a lesdo inicial primaria).
Essa forma clinica provoca lesGes destrutivas secundarias envolvendo mucosas e cartilagens
(Neves, 2010).

A LTA na forma mucosa pode ser categorizada em: formas: mucosa tardia, em
pacientes que ja apresentaram em algum momento leGes cutaneas; mucosa concomitante,
guando a lesdo mucosa ocorre com a lesdo cutanea, mas em local anatbmico distante; mucosa
contigua, quando ocorre a extensao da lesdo cutanea; mucosa primaria, lebes primariamente
em labios e/ou genitais e mucosa indeterminada, quando ndo h& historia de lesdes cutaneas
prévias (OPAS 202).

No Brasil, essas formas clinicas podem ser causadas pela L. (V.) brasiliensis, ja as
especies L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis podem causar a forma mucosa contigua
(BRASIL, 2005, 2017; OPAS 2021).

As lesdes iniciais da LTA sdo semelhantes. Essas lesdes podem regredir e evoluir para
cura espontanea (Oliveira-Ribeiro et al., 2017). A leséo inicial caracteriza-se como um nddulo

dérmico no local da picada do vetor. Esses nddulos possuem como aspectos histoldgicos a



28

hipertrofia do extrato corneo com acimulo de histidcitos. Nesse local os parasitos irdo se
multiplicar, iniciando-se um processo de infiltrado celular circundado a lesdo, com pequenos
e grandes linfocitos e alguns plasmacitos (Neves, 2005).

Todo esse processo desencadeia uma reacdo inflamatoria do tipo tuberculdide que
culmina com a formacdo de uma lesdo Ulcero-crostosa. Essas lesfes caracterizam-se por
bordas ligeiramente salientes e por fundo recoberto por exsudato seroso ou seropurulento. A
evolucdo da lesdo desenvolve uma Ulcera tipica. Essa Ulcera tem configuracdo circular, com
bordas elevadas, fundo granuloso e cor vermelho intenso. (Neves, 2005).

A partir da leséo inicial, ou de forma simultanea, pode ocorrer a disseminacéo linfatica
ou hematogénica, levando ao surgimento de metéstases cutanea, subcutnea ou mucosa. Essas
lesbes sdo altamente caracteristicas, nos aspectos morfolégicos, das leishmanioses e sdo
facilmente reconhecidas por clinicos com experiéncia na area diagnéstica da doenca. Apds o
tratamento, essas lesdes evoluem para uma cicatriz bem caracteristica com uma leve
depressdo e fibrose no local (BRASIL, 2017).

2.7 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A confirmacédo da LTA envolve o diagnostico clinico epidemioldgico do paciente e o
diagnostico laboratorial. O diagndstico laboratorial recomendado envolve basicamente 3
grandes grupos de analises: as técnicas parasitoldgicas, as técnicas imunologicas e as técnicas
moleculares. Alguns estados, municipios e hospitais universitarios adotam as técnicas
moleculares (BRASIL, 2017). O diagndstico parasitologico se d& com a demonstracdo direta
do parasito, as técnicas imunoldgicas avaliam a presenca de anticorpos anti-Leishmania e a
resposta celular frente ao extrato lisado do parasito e as técnicas moleculares avaliam a

presenca de DNA do parasito nas amostras pesquisadas (OPAS, 2021).

2.7.1 Resposta imune da LEISHMANIOSE Tegumentar Americana

A resposta imune a LTA é complexa e envolve uma interacdo dindmica entre o
parasita do género Leishmania e o sistema imunolégico do hospedeiro humano
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Inicialmente, as leishmanias sdo fagocitadas por
macrofagos, onde se replicam no interior das células. A resposta imune celular € fundamental
na defesa contra a infecgédo, sendo as células T CD4+ e CD8+ cruciais na ativacao e controle
da replicacédo parasitaria (\Von Stebut, 2007).
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A producdo de citocinas, como o interferon-gama (IFN-y), é central para a ativagdo
dos macroéfagos, conferindo-lhes capacidade microbicida. No entanto, em algumas situagdes,
uma resposta imune pode ser prejudicial, resultando em uma forma cronica da doenga. A
polarizacdo para uma resposta imune do tipo Thl é associada a cura espontanea, engquanto
uma resposta Th2 esté relacionada a progressao da doenca (Barral Netto et al,1998).

Além disso, outros componentes do sistema imunolégico, como células natural killer
(NK) e anticorpos, também desempenham papeéis importantes na resposta contra o LTA
(Maurer et al, 2006). O entendimento detalhado dessa complexa interacdo entre parasita e
sistema imunolégico é crucial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e vacinas
eficazes contraa LTA (CONCEICAO-Silva, Leite-Silva; Morgado, 2018).

2.7.2 Diagnostico clinico

A localizacdo, numero e caracteristicas morfoldgicas das lesfes, sintomas da doenca e
historia clinica sdo essenciais na avaliagdo do paciente suspeito para LTA (Gomes et al.,
2014). Entretanto tal método mostra-se fragil, uma vez que a Leishmaniose necessita de
diagnostico diferenciado para outras doencas. (OPAS, 2021).

O diagndstico clinico deve ser complementado com algum outro método de
diagndstico laboratorial dado o elevado niumero de doencas que fazem diagndstico diferencial
com a LTA. Dentre as doencas, recomenda-se prioritariamente o diagnostico diferenciado
para: Ulcera piogénica, furdnculo, sifilis, micobactérias atipicas, tuberculose cutanea,
hanseniase, cromoblastomicose, esporotricose, histoplasmose, lobomicose,
paracoccidiodomicose, ectima e impetigo (BRASIL, 2017; OPAS, 2021).

Recomenda-se ainda, o diagnostico diferenciado para reacfes inflamatorias reativas
como Ulceras venosas, lipus, pioderma gangrenoso, dentre outros. Os tumores (carcinoma
basocelular e espinocelular, ceratoacantoma, linfoma cutaneo e cutis) também devem ser

considerados no diagndstico diferencial (OPAS, 2021).
2.7.3 Diagnostico parasitolégico
Sdo métodos simples e consistem na pesquisa do parasito, identificando através de

pesquisas microscopicas, as formas amastigotas em material proveniente de lesbes ativas

coletadas através de puncédo aspirativa da borda ou do fundo da Ulcera, escarificacdo das



30

bordas da lesdo ou imprints das bidpsias da lesdo (OPAS, 2019). O método de demonstracdo
direta do parasito é a de primeira escolha por ser rapido, facil e de baixo custo.

Em caso de resultados negativos, mas com alta suspeicdo clinica, recomenda-se a
repeticdo do exame ou associacdo com outros métodos diagndsticos. (OPAS, 2021). A
probabilidade de resultados positivos é inversamente proporcional ao tempo de curso da
doenca. A sensibilidade do exame pode ser afetada em casos de infecgcBes secundarias
(BRASIL, 2017).

Para a coleta de material por puncao aspirativa utiliza-se injecdo com solucgéo salina
esteril na borda da lesdo ou linfonodo. A escarificagdo de borda consiste na raspagem da
borda interna da Ulcera ou na superficie de lesdes fechadas. Para a realizacdo da escarificacdo
utiliza-se laminas de bisturi estéreis ou estiletes. J& os imprints, realizam-se através da
compressdo leve de fragmento de tecido, extraido através de biopsia, sobre uma lamina de
vidro. O material coletado deve ser fixado em laminas de vidro e coradas com corantes
especificos (OPAS, 2019).

A histopatologia permite avaliar cortes histologicos preparados e corados de forma
especifica a fim de se observar as formas amastigotas e todo processo patologico
desenvolvido na area da lesdo. Esse método permite o diagnostico diferencial do parasito com
outros agentes de doencas que podem confundir o clinico (Gomes et al., 2014; OPAS, 2021).
A efetividade desta técnica pode ser aumentada através da utilizacdo da imunohistoquimica
e/ou imunocitoquimica, que permitem a visualizacdo através da deposicdo de coloracdo onde
ocorre a maior concentracdo de parasitos (Gurel et al., 2020)

O método de cultivo in vitro permite a identificacdo de promastigotas do parasito
envolvido. Neste método retira-se fragmentos cutdneos ou de mucosa e eles sdo inoculados
em meio de cultivo especifico em meios bifasicos com agar sangue modificado (Neal, Novy e
Nicolle (NNN) e meio liquido Schneider’s na faixa de temperatura entre 24°C e 26°C (Mann
et al., 2021). A leitura deve ocorrer semanalmente durante um periodo de 30 dias (BRASIL,
2017). A partir do cultivo inicial é possivel a realizacdo da expansdo da massa parasitaria e a
realizacdo da eletroforese de isoenzimas para determinacdo das espécies envolvidas
(Cupolillo et al., 1997). Uma outra opcdo de obtencdo de material para cultivo ocorre por
meio de pungdo com tubo selado a vacuo contendo meio de cultura (BRASIL, 2017).

O isolamento in vivo consiste na obtencdo de material através de bidpsia ou raspado de
lesdo e trituracdo deste em solucéo salina esteril. Apos a trituragdo, 0 mesmo € inoculado em
via intradérmica na mucosa da regido nasal e/ou patas de hamster (Mesocricetus auratus). O

desenvolvimento de lesdes pode ocorrer em até 30 dias e 0 acompanhamento do animal
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inoculado deve ocorrer num periodo entre trés a seis meses. E um método de custo elevado e
complexo e de pouco uso na pratica clinica. O método in vivo possui elevada sensibilidade
guando comparado com os demais métodos parasitologicos (BRASIL, 2017).

Os exames parasitologicos, apresentam como vantagens o baixo custo, por exigir
parque tecnologico mais simples, apresentam maior praticidade na execucdo dos
procedimentos de coleta, transporte, andlise e conclusdo (OPAS, 2019). Alguns exames
parasitologicos apresentam boa sensibilidade. Entretanto apresentam como limitacdes a
dependéncia da resposta imune do hospedeiro, localizacdo, tempo de evolucdo da doenca e de
tratamentos prévios realizados pelo paciente (Ferreira; Moraes, 2013).

Outro fator limitante dos exames parasitologicos deve-se ao fato de que a experiéncia
e habilidade de quem coleta, prepara e realiza a leitura dos exames (laboratorista) pode ser
essencial no fechamento do diagndstico dando a subjetividade de quem avalia a ld&mina bem
como de fatores operacionais como a contaminacdo da cultura ou a ma qualidade das
coloragdes. (OPAS, 2019).

2.7.4 Diagnostico molecular

O diagndstico molecular da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) representa
um avanco significativo na abordagem clinica dessa doenca parasitaria. Métodos baseados em
acidos nucleicos, como a ocorréncia na Polimerase Chain Reaction (PCR), se destacam por
sua sensibilidade e especificidade na detec¢do da parasita do género Leishmania.

O diagnostico através do método de PCR baseia-se na amplificacdo do DNA do
parasito em diferentes amostras coletadas (pele e mucosa). O método utiliza diversos alvos
moleculares que podem ser género-especificos ou espécie-especificos. A PCR possui alta
sensibilidade e especificidade para diagnostico de LTA uma vez que possui capacidade de
deteccdo mesmo em casos de baixa carga parasitaria (Medeiros et al., 2017).

A PCR e um metodo de alto custo e que exige infraestrutura de laboratorio avangada e
protocolos de coleta, armazenamento e analise de amostras de alta qualidade. Esses
protocolos atuam como fator de prevencgédo ao risco de contaminagéo durante a realizagéo dos
exames (BRASIL, 2017). Alem disso, tecnicas como o PCR oferecem vantagens adicionais,
como a quantificacdo da carga parasitaria, ou que podem ser Uteis para monitorar a eficacia

terapéutica.
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2.7.5 Diagnostico imunologico

A Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) é um teste de hipersensibilidade tardia
que consiste na aplicacdo intradérmica de antigenos de Leishmania spp. e na observacdo da
resposta antigénica entre 48 a 72 horas apds a aplicacdo com endurecimento no local da
aplicacdo como mecanismo confirmatdrio (Ferreira; Moraes, 2013). O IDRM apresenta como
limitacGes os resultados falsos positivos e a possibilidade de reacdes alérgicas que podem
cruzar com os resultados. E um teste simples e amplamente utilizado nos servicos puablicos de
salde. Sendo em alguns locais a Unica opgdo diagndstica possivel (BRASIL, 2017).

O IDRM foi introduzido no Brasil em 1926, possui boa aplicabilidade clinica e baixo
custo, tem alto valor preditivo e apresenta boa sensibilidade e especificidade. Por muitos anos
foi considerado o padrdo ouro no Brasil para o diagndstico para LTA, principalmente em
areas remotas com pouco ou nenhum acesso a rede laboratorial. Entretanto sua producéo foi
descontinuada no Brasil em razéo da suspensao da producdo do antigeno. Destaca-se que tal
suspensdo deixou muitos municipios e servicos de referéncia sem nenhuma, ou reduziu, opgédo
de método diagndstico para LTA (BRAZ, 2019).

A resposta imune as Leishmanioses ainda é pouca esclarecida nas pesquisas clinicas
(CONFORT, 2009). O diagnostico sorolégico para a leishmaniose busca identificar a
presenca de anticorpos anti-Leishmania. A deteccdo de anticorpos demonstra limitacdo em
razdo da sensibilidade e especificidade serem dependentes do tipo, fonte e pureza dos
antigenos utilizados e ainda por conta da menor producdo de anticorpos no curso da LTA.
(CONFORT, 2009; OPAS, 2019).

A Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é um método que consiste na reacdo dos
anticorpos presentes na amostra do paciente em relagdo a um antigeno de promastigotas
fixado em uma lamina de microscopia (Voltarelli, 2009). Apds as etapas de lavagem e
inser¢do de um anticorpo anti-humano (conjugado), observa-se a reacdo de fluorescéncia ao
microscopio. A ocorréncia de fluorescéncia é um indicativo da presenga do anticorpo.

A RIFI pode apresentar algumas limitacdes de diminui¢do em sua acurdcia limitada
em algumas fases da doenca e reacfes cruzadas com outros tripanossomideos. Sabe-se ainda
que e a circulagédo de anticorpos pode néo significar que o quadro infeccioso esteja instalado
(Mendes et al., 2019). Aspectos relacionados a infraestrutura necessaria para realizacdo do
exame, qualidade do sistema de iluminagdo e subjetividade da leitura também podem
comprometer o desempenho do exame (Voltarelli, 2009).
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Os ensaios imunoenzimaticos sdo testes que permitem a obtencdo de resultados
qualitativos e quantitativos e podem ter objetivo de detectar antigenos ou anticorpos. Nesse
tipo de teste observa-se o produto da mudanca de cor, a partir da interacdo enzima-substrato,
para a medicdo da reacdo entre o antigeno-anticorpo (Voltarelli, 2009; BRASIL, 2017).

Um dos fatores que podem favorecer ou comprometer a precisdo do ELISA € a
padronizacdo dos parametros. Para a constituicdo dos conjugados enzimaticos deve se garantir
a presenca de anticorpos de alta afinidade e com alto grau de purificacdo. A degradacao
enzimatica do substrato cromogénico utilizado da origem a produtos solveis coloridos. A
leitura destes produtos é realizada medindo-se a densidade Optica da solucdo por
espectrofotometria para determinacéo dos resultados (Voltarelli, 2009).

O ELISA apresenta maior positividade na LTA quando realizado na fase inicial da
doenca na forma cutanea e nos casos graves. A espécie envolvida também influencia na
positividade do exame, sendo menos sensivel para a L. (V) guyanensis (Ferreira; Moraes,
2013). Pode também ser utilizado para a avaliacdo do controle da cura, associando-se a
negativacdo dos titulos com a cicatrizacdo das lesbes e a0 bom progndéstico. Pacientes com
coinfeccdo HIV podem apresentar falso negativo, uma vez que os medicamentos fungicidas e
antirretrovirais podem interferir na capacidade de deteccdo do parasito no teste (Medeiros et
al., 2017).

O ELISA é um método diagndstico para LTA que apresenta alta sensibilidade e
especificidade (Sato, 2017). Possui potencial para: diagnosticar a LTA quando os pacientes
apresentam alta suspeicdo clinica e apresentam exame parasitologico negativo. Assim ele
pode atuar como fator esclarecedor para diagndstico diferenciado em relacdo a outras doencas
e no controle da cura ou processo de recidiva da doenca (CONFORT, 2009).

Uma das desvantagens do ELISA é a necessidade de um parque tecnoldgico e
bioldgico que demandam elevados investimentos financeiros, bem como de médo de obra
qualificada. No Brasil o ELISA para diagnéstico da LTA ¢é utilizado somente em
estabelecimento de ensino e pesquisa, em sua maioria, instituicdes publicas e localizadas em
regides metropolitanas (BRASIL, 2017).

2.7.6 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana
O tratamento da LTA deve iniciar ap6s a confirmacdo do diagndstico clinico e

laboratorial e deve considerar: manifestacdes clinicas, nimero e localizacdo das lesbes, a

espéecie do parasito, localizacdo geogréafica, estado clinico geral do paciente e o arsenal
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terapéutico disponivel. A avaliacéo do paciente deve incluir uma anamnese minuciosa seguida
da realizacdo de algum exame para confirmacao da doenca (BRASIL, 2017).

Apols a confirmacdo diagnéstica o paciente deve ser submetido a uma avaliacdo
otorrinolaringologica para identificacdo da presenca de lesdes na mucosa. A avaliagdo pré-
tratamento deve incluir exames de rotina como hemograma, bioquimica (glicose, ureia,
creatinina, TGO/AST, TGP/ALT, fosfatase alcalina, gama-GT, amilase e lipase), para
mulheres solicitar beta-HCG (em razdo do medicamento ser teratogénico), sorologia para HIV
(para aquelas pacientes com forma clinica ou evolucdo incomum) e eletrocardiograma
(BRASIL, 2017).

Nas Américas a droga de primeira escolha para o tratamento sdo 0s antimoniais
pentavalentes (antimoniato de meglumina (intravenosa ou intramuscular). A anfotericina B
lipossomal (intravenosa), isotionato de pentamidina (intramuscular), desoxicolato de
anfotericina B (intravenosa) e a miltefosina (oral) sdo indicados em caso de ineficécia de
resposta da primeira escolha. Sdo também indicadas em situagBes de contraindicagdo e
qguando apresentarem igual ou melhor resposta e seguranca clinica para o paciente quando
comparadas com os antimoniais (OPAS, 2021).

A realizacdo de exames de monitoramento semanal (exames bioquimicos e de
imagem) é recomendacdo com grande importancia para a deteccdo de possiveis efeitos
secundarios da medicacdo tais como arritmia cardiaca e toxicidade hepatica. Além dos
exames de monitoramento durante a intervencédo clinica, recomenda-se também a realizacéo
de exames de controles periddicos em intervalos de 45 a 90 dias apds o término do
seguimento clinico. Esse monitoramento deve ocorrer com frequéncia de até 6 meses pds-
tratamento (OPAS, 2021).

O tratamento com os antimoniais pentavalentes tém sido objeto de pesquisa e
discussdo ampla nos ultimos anos. O uso dos antimoniais, seja endovenoso ou intramuscular
tém sido questionados, em especial, para pacientes acima de 50 anos dado os efeitos adversos
clinicos. Nessa perspectiva, o tratamento intralesional (IL) com antimoniato de meglumina
(AM) para pacientes acima de 50 anos surge como uma nova opcao terapéutica (Oliveira-
Ribeiro et al., 2021).

A recomendacdo do tratamento IL da Leishmaniose cutanea com AM passou a ser
recomendada no Brasil a partir de 2017 pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017). As
experiéncias e estudos para avaliacdo dos resultados e efeitos adversos ainda sé&o poucos
(Oliveira-Ribeiro et al., 2021). Os efeitos adversos mais comuns tém sido eventos locais

(prurido, edema e dor local), sistémicos (mialgia, artralgia e cefaleia) (Fernandes, 2019).
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Em estudo de coorte recente os dados com tratamento IL com AM demonstram
perspectivas positivas para a adocdo desta modalidade de tratamento para Leishmaniose
cuténea. Os resultados da coorte demonstraram baixo nivel de toxicidade, boa eficacia e uma
menor taxa de abandono quando comparado com esquemas padrdo de tratamento (Oliveira-
Ribeiro et al., 2021). Demanda pouca infraestrutura, € uma técnica de facil reprodutibilidade e
apresenta alta resolutividade quando realizado no &mbito da atencdo priméaria a saude (De
Oliveira Duque et al., 2019).

Os servicos de atencao primaria a saude, ou ambulatérios especializados, tém uma alta
taxa de abandono do tratamento bem como ainda enfrentam casos de efeitos adversos que
podem levar a interrupcdo do tratamento e/ou a geracao de danos ou 6bito do paciente. Nesse
sentido trabalhar a prevencdo quaternaria no ambito do enfrentamento da LTA estd posto
como um desafio para o SUS (De Oliveira Duque et al., 2019).

Com objetivo de detectar possiveis recidivas cutaneas e comprometimento de mucosa.
Considera-se como critério de cura, apo6s trés meses de tratamento a cicatrizacdo com
reepitelizacdo completa e nivelamento epidérmico da borda das lesbes, ndo endurecimento da
base da lesdo, auséncia de problemas otorrinolaringolégicos e o0 ndo aparecimento de novas
lesbes (OPAS, 2021).
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3 JUSTIFICATIVA

O Laboratdrio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses (LapClinVigileish)
do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz/Rio de Janeiro) é composto de um setor laboratorial e um setor ambulatorial, sendo
um importante centro de ensino e pesquisa no ambito das Leishmanioses. Constitui-se um dos
centros de referéncia no diagnostico da LTA.

O ambulatorio do LapClinVigiLeish recebe pacientes com suspeita de Leishmanioses
que necessitam de diagnoéstico e/ ou tratamento, pacientes com falhas terapéuticas ou com
comorbidades que dificultam a condugcdo do tratamento. Esses pacientes podem ser
provenientes de unidades de saudes publicas ou privadas. Deste modo, configura-se o
atendimento de um contingente expressivo de pacientes suspeitos de LTA, dentro e fora do
Estado do Rio de Janeiro.

As vérias pesquisas ja realizadas a partir deste centro (CONFORT, 2009; Barroso-
Freitas, 2009) e sua importancia para a satde publica no Brasil e no mundo faz com que as
praticas clinicas e de pesquisa desenvolvidas passem por constante aprimoramento e
inovacdo. Nesse sentido em sua pratica clinica ambulatorial, os profissionais que atendem os
pacientes com suspeita de LTA realizam a coleta de material biol6gico para a realizacdo dos
métodos diagndsticos (exame direto/imprint, cultura in vitro do parasito, histopatologia,
reacdo em cadeia da polimeras (PCR) e os testes sorologicos - ELISA in house com antigeno
de L. (V.) brasiliensis) recomendados pelo Ministério da Salde. Toda essa cadeia de
rastreamento, diagnostico, tratamento e acompanhamento dos pacientes gera um grande
banco de amostras bioldgicas e de dados secundarios sobre a etiologia, patogénese, resultados
diagnosticos e desfechos da LTA.

Em relacdo ao diagnostico soroldgico para LTA o LapClinVigiLeish utiliza o ELISA
in house que ja foi alvo de estudos apresentando resultados promissores. E um teste que
utiliza antigeno espécie especifico L. (V.) brasiliensis, espécie responsavel por uma grande
casuistica da doenca no pais, 0 que aumenta a acurdcia na detecgdo de anticorpos em
pacientes com LTA (Ribeiro et al., 2007; Barroso-Freitas et al., 2009; CONFORT, 2009).
Este teste ja vem sendo utilizado pelo grupo por mais de vinte anos, mostrando ser uma
plataforma util no imunodiagndstico e acompanhamento sorologico do tratamento dos
pacientes atendidos no ambulatério do LapClinVigiLeish.

O ELISA tém sido objeto de estudos diversos em todo territorio nacional, no intuito de
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buscar avaliar seu desempenho para o diagnostico da LTA (Zanetti et al., 2019; Mendes et al.,
2019). Apesar do elevado numero de casos no Brasil e no Continente Americano, a producdo
tecnoldgica e a disponibilizacdo de novos métodos diagnosticos para 0s servicos publicos de
salde ainda sdo limitadas (Oliveira, 2016). O ELISA, apesar de demandar um parque
tecnoldgico considerado complexo, destaca-se por ser um teste realizado de forma automatica,
em larga escala e de facil reprodutibilidade e com facilidade de implementacdo em centros
diagnosticos publicos. Os testes de ELISA comerciais ndo empregam antigenos homologos
guando comparados as técnicas adotadas no INI/FIOCRUZ. Tal caracteristica reduz a
especificidade desses testes para LTA. O uso de antigenos homdlogos, assegura maior
especificidade do teste e acurécia no diagnostico.

Destaca-se também que ao comparar a técnica de coleta, analise e resultado do ELISA
em relacdo as outras técnicas diagndsticas observa-se que algumas limitagdes nos outros
testes. Dentre as limitagcBes pontua-se que alguns testes sdo invasivos como a bidpsia, a
IDRM. Soma-se a isso a necessidade de repeticdo de coleta de material bioldgico em algumas
técnicas em razdo de contaminacdo da amostra, o transporte de amostras bioldgicas
especificas para o diagnostico ser dificultoso, a possibilidade de reacdo cruzada com outras
doengas e a seguranca e qualidade do paciente. Nesse sentido, trabalhar com o ELISA
antigeno especifico constitui-se numa importante medida que permite o aperfeicoamento da
técnica e a especificidade do diagndstico.

No ambito do Programa de Pds-Graduacdo em Saude Publica e Meio Ambiente da
Escola Nacional de Saude Publica/FIOCRUZ este projeto situa-se dentro da Linha de
Pesquisa “Saneamento e Satde Ambiental Inclusive Infantil”. Em relacdo ao Meio Ambiente
a LTA destaca-se como uma doenca tropical que se desencadeia a partir das relagdes do
homem com o meio ambiente a partir da relacdo de desequilibrio e exploracdo deste, quer seja
para a sobrevivéncia, turismo ou habitacdo. Enquanto objeto de pesquisa no &mbito da Saude
Coletiva a LTA persiste como um grave problema de Saude Publica e evoca a necessidade de
pesquisas que possam elucidar questionamentos ainda nao esclarecidos. E por fim na tematica
do cuidado em salude tém-se a necessidade constante de novas formas de diagnosticos para
LTA bem como de revisar aquelas ja em uso nos servicos de saude.

Considerando o exposto acima e que: (1) a LTA é uma doenca de amplo espectro
clinico e os sinais clinicos ndo sdo patognomonicos da doenca, (2) 0 bom desempenho e a
facilidade que o ELISA in house com antigeno bruto de L. (V.) brasiliensis apresenta para o
diagndstico da LTA, (3) a necessidade de opgdes diagndsticas com maior simplicidade em sua

realizacdo laboratorial e na obtengdo e transporte da amostra clinica, (4) a necessidade de
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revisar métodos diagnosticos ja recomendados, como forma de avaliar sua efetividade bem
como estabelecer o apoio diagnostico a LTA, (5) a pouca informacao encontrada na literatura
guanto a capacidade do ELISA ser adotado como método diagnostico em qualquer fase da
LTA e (6) a grande quantidade de informacao retrospectiva em relacdo ao diagnéstico clinico
e laboratorial da LTA no LapClinVigiLeish INI/Fiocruz.

Esse trabalho busca realizar uma avaliagdo do ELISA in house que utiliza como
antigeno extrato bruto de L. (V.) brasiliensis no apoio ao diagnostico da Leishmaniose
Tegumentar Americana em pacientes atendidos no periodo de 2000 a 2005 no Instituto

Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz, RJ.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis em
apoio ao diagnostico de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana atendidos no

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas na Fiocruz no periodo de 2000 a 2005.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a populacdo de estudo com Leishmaniose Tegumentar Americana e seu perfil
diagnostico nas técnicas parasitoldgicas (cultivo in vitro, histopatologia, exame

direto/Imprint) e no ELISA in house com L. (V.) brasiliensis.

- Apresentar a concordancia entre o ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis com

0s testes parasitologicos de cultivo in vitro, de histopatologia e de exame direto/Imprint.

- Comparar as respostas sorologicas do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis
dos pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana em suas diferentes formas clinicas:
a leishmaniose tegumentar (LT), a leishmaniose mucosa (LM), a leishmaniose cutanea
mucosa (LCM).

- Analisar a resposta soroldgica do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis dos
pacientes frente as caracteristicas clinicas das lesbes de Leishmaniose Tegumentar

Americana.
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5 METODOLOGIA
5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo com avaliacdo de dados secundarios
previamente obtidos de pacientes com LTA com enfoque no desempenho do ELISA in house
com antigeno espécie especifica de L. (V.) brasiliensis. Esses pacientes tiveram as
informacdes colhidas na ocasido do primeiro atendimento durante a investigacdo clinica de
LTA no ambulatério do LapClinVigiLeish no periodo de 2000 até 2005. O periodo de estudo
buscou assegurar um banco de dados robusto e qualitativo para analise estatistica, bem como
buscar complementar outros estudos realizados no mesmo centro de pesquisa com periodos
até o ano 2000.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO

Para esse estudo os critérios de inclusdo sdo: pacientes submetidos ao protocolo de
investigacdo clinica com diagnostico confirmado de LTA. Considera-se como diagndstico
confirmado os pacientes positivos em um dos exames parasitologicos realizados (presenca de
amastigotas ou promastigotas) ou por diagndstico clinico para a doenca (pacientes com lesao
clinica compativel com LTA, com IDRM positiva, tratamento para a doenga com cura

clinica) conforme a Figura 4.

Figura 4 - Populacédo do Estudo

|: Definigao das Amostras }

Paciente atendido no Ambulatério do
LapClinVigiLeish do INVFIOCRUZ-RJ no periodo
de 2000 a 2005 conforme protocolo.

Diagnéstico Confirmado
de LTA por pelo

menos um exame” ?

=] =]
' ¥

Excluido da Incluido na
Amostra do Amostra do
Estudo Estudo ( n: 233)

v’ —]

Diagnéstico
Notas. confirmado por
meio de algum
teste
parasitolégico
(n:219)

11 pacientes no apresentaram
Diagnéstico | _# nenhuma positividade nas técnicas
confirmado por parasitolégicas (n: 11)
meio de
diagndstico 03 pacientes ndo foi possivel a
clinico (n: 14) [ W realizacdo de nenhum exame
itolégico (n: 03)

Exame™: Exame Parasitoldgico, Diagnéstico
Clinico ( presenca de lesdo compativel com
LTA e IDRM positivo)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 MONTAGEM DO BANCO DE DADOS E COLETA DE INFORMACOES CLINICAS
E DIAGNOSTICAS DOS PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA

Os bancos internos do setor foram construidos com informagdes ao longo de anos de
trabalho pela equipe médica, de enfermagem e laboratorial durante o atendimento dos
pacientes suspeitos de LTA. Essas informacGes foram colhidas e organizadas pelo grupo
para realizacdes de pesquisas cientificas diversas no tema Leishmanioses com informacGes
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais

Para este trabalho atual, novos bancos de dados foram construidos por meio do recorte
das variaveis de interesse a serem analisadas: 1) caracteristicas clinicas das lesGes de LTA
(presenca de lesGes associadas ao quadro clinico de LTA), 2) formas clinicas dos pacientes
com LTA, 3) informagdes dos resultados dos testes laboratoriais do ELISA in house, do
cultivo in vitro do parasito, do exame direto/imprint e da histopatologia. Essas varidveis
foram consultadas nos bancos internos do LapClinVigileish. Todas as informacdes que foram
necessarias e ndao estavam contidas nos bancos de dados principais foram obtidas através dos
prontuarios eletrdnicos dos pacientes, através do acesso ao sistema eletrénico de prontuarios
SIPEC — INI (http://intranet.ini.fiocruz.br) do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC).

Por isso, ndo foi necessaria a coleta de amostras clinicas ou de dados recentes.

Os pacientes foram divididos levando em consideracdo as formas clinicas da LTA:
pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) que apresentavam somente lesfes em pele,
pacientes com leishmaniose mucosa (LM) que apresentaram lesdes somente em mucosas e
pacientes com leishmaniose cutaneomucosa (LCM) que apresentaram lesdes em mucosas e
pele (BRASIL, 2017). Os testes parasitologicos foram considerados positivos quando
apresentaram parasito na forma amastigota (exame direto/imprint e histopatologia) ou
promastigota (cultivo in vitro) e negativos quando ndo apresentaram parasitos na forma
amastigota ou promastigota.

Foram ainda avaliadas as respostas soroldgicas por meio dos valores da densidade
optica (DO) (reator ou no reator) e da Unidade Arbitraria (UA). E importante informar que
para essa avaliacdo foi levado em consideracdo somente o primeiro resultado do ELISA in
house realizado no ato da primeira consulta, ou seja, o0 teste realizado no ato do diagndstico
inicial para LTA. Os resultados do ELISA in house de acompanhamento do tratamento dos
pacientes ndo foram considerados para este estudo.
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5.3.1 Critérios de elegibilidade para a populacgéo de estudo

Foram considerados como critérios de incluséo as informacoes de todos os pacientes
com LTA atendidos no ambulatorio do LapClinVigiLeish, em processo de diagnéstico, que
tenham sido submetidos a coleta de sangue para realizacdo do ELISA in house e submetidos
ainda ao protocolo de atendimento e protocolo de diagndstico realizado pelo setor (conforme
descrito no item 5.5), na primeira consulta, ainda sem a instituicdo do tratamento. Os dados
dos pacientes atendidos que nao foram submetidos ao ELISA in house ou ao protocolo
diagndstico do setor (descrito no item 5.4), os pacientes encaminhados ja em tratamento para
LTA e resultados de ELISA in house provenientes de amostras externas ao LapClinVigiLeish

para o diagndstico da doenca, ndo foram considerados para este estudo.

5.4 ANALISES REALIZADAS PARA A AVALIACAO DO DESEMPENHO DO ELISA IN
HOUSE COM ANTIGENO DE L. (V.) BRASILIENSIS EM APOIO AO DIAGNOSTICO DO
PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

5.4.1 Descricdo da populagdo de Estudo e do Perfil dos Resultados dos Testes
Parasitolégicos e do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis

Foram analisados de forma descritiva o perfil diagnostico da populacdo através da
avaliacdo descritiva das medias, dos valores maximos e valores minimos e percentual dos
resultados dos testes parasitolégicos (cultivo in vitro do parasito, histopatologia, exame
direto/imprint) e do ELISA in house com descri¢cdo dos resultados de forma individual e sua

comparagdo com os resultados do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis.

5.4.2 Concordancia entre o ELISA in house com Antigeno de L. (V.) brasiliensis com o

Cultivo in vitro, a Histopatologia e 0 Exame direto/imprint

Para essa andlise da concordancia foram utilizados os resultados do ELISA in house
com antigeno de L. (V.) brasiliensis (reagente / ndo reagente) de todos os pacientes com LTA
(com diagnostico parasitologico e clinico) em correspondéncia com os resultados dos exames
parasitologicos de cultivo in vitro, exame direto/imprint, histopatolégico e parasitoldgico
geral (presenca de algum exame parasitolégico positivo, com presenca de

amastigotas/promastigotas em qualquer dos testes realizados). Os testes parasitoldgicos foram
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considerados positivos quando nos testes foi detectada a presenca de promastigotas /
amastigotas, negativo quando nos testes 0s promastigotas / amastigotas ndo foram

encontrados

5.4.3 Descricdo das respostas soroldgicas do ELISA in house com antigeno de L. (V.)
brasiliensis dos pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana nas diferentes

Formas clinicas da doenca

Foram avaliadas as respostas soroldgicas utilizando os parametros densidade dptica
(DO) e unidade arbitraria (UA) para as diferentes formas clinicas da LTA (tegumentar,
mucosa, cutdneamucosa) segundo Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
(BRASIL, 2017), no intuito da descricdo e comparacdo de como se comporta em cada uma

delas.

5.4.4 Descricdo das caracteristicas clinicas das lesdes de pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana frente a resposta soroldgica do ELISA in house com antigeno de
L. (V.) brasiliensis

Foi realizado ainda, uma descricdo de parametros ligados diretamente as
caracteristicas clinicas das lesdes de LTA, as variaveis consideradas foram: presenca de
lesbes cutaneas (presenca de lesdo, auséncia de lesdo, ignorado, presenca de lesdes multiplas)
e a presenca de lesdes associadas (lesdes ignoradas, lesdes ausentes, linfadenopatia, presenca
de nodulos subcutaneos no trajeto linfatico, adenite regional, adenite generalizada, adenite
local néo relacionada, eritrema nodoso, eritrema multiforme, edema localizado). Observou-se
também as respostas sorologicas (DO e UA) frente ao ELISA in house para LTA dos

pacientes com essas caracteristicas de lesdo.

5.5 PROTOCOLO DE ATENDIMENTO E DIAGNOSTICO DE PACIENTES COM
SUSPEITA DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATENDIDOS NO
LAPCLINVIGILEISH NO PERIODO DE 2000 A 2005

No ambulatério o paciente com suspeita de LTA foi avaliado por médicos,
dermatologistas (lesdes de pele) ou otorrinolaringologistas (no caso de lesdo mucosa) aléem da
equipe de enfermagem especializada. Foram colhidos dados epidemiolégicos, o histérico dos
pacientes e realizado o exame clinico. Em caso de lesdo sugestiva em mucosa ou pele foi

realizada a bidpsia do fragmento da lesdo que era encaminhado para realizacdo de exames
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laboratoriais. O paciente ainda foi encaminhado para coleta de sangue para realizacdo de
exames laboratoriais especificos, no intuito de acompanhar o caso clinico e consequentemente
0 tratamento, para os agravos diagnosticados. Além disso, o soro foi encaminhado para
realizacdo do ELISA in house para o imunodiagnostico para LTA. A biopsia da leséo foi
fragmentada e direcionada para o diagndstico laboratorial onde foram realizadas as seguintes
técnicas, especificas para o diagndstico da LTA:

1) Exame direto / imprints: Os fragmentos da lesdo ap0s a coleta foram submetidos a
compressdo em lamina de vidro especifica e submetida a secagem ao ambiente e em seguida
foi fixada com alcool metilico de 3-5 minutos e submetida a secagem ao ambiente. A
coloracdo foi realizada utilizando corante Giemsa por 15 minutos, seguido de lavagem em
agua corrente e secagem ao ambiente. A leitura foi realizada em microscépio Gtico em
objetiva de 1000x (OPAS, 2021)

2) Cultivo in vitro para Leishmania spp.: Os fragmentos foram acondicionados em salina
estéril contendo antibioticos e antifingico durante vinte quatro horas a 4°C (De Mello et al.,
2010). Apos esse periodo os fragmentos foram cortados e semeados separadamente em 3
tubos contendo meio de cultura bifasico NNN acrescido de meio Schneider’s Insect
Medium® suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubados em estufa BOD
sob temperatura de 26-28°C durante trinta dias. As culturas foram avaliadas semanalmente
para observacdo das formas promastigotas. A partir da presenca de parasitos, quando
possivel, procedeu-se a producdo de massa parasitaria para posterior identificacdo etiolégica.
Essa etapa foi feita através de eletroforese de isoenzimas (multilocus enzyme electrophoresis

- MLEE) de acordo com protocolos ja definidos na literatura (Cupolillo et al., 1997).

3) Histopatologia: Os fragmentos de biopsia foram fixados em formol os cortes histologicos
foram parafinados e processados utilizando a coloragdo de hematoxilina-eosina. A
quantificacdo microscépica dos parasitos e a analise das caracteristicas histopatologicas da
doenca foi avaliada por microscopia optica utilizando aumento de 40x e 100x (Gontijo;
Carvalho, 2003).

4) ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis: Para sua realiza¢do, foram utilizadas
placas de poliestireno sensibilizadas com antigeno bruto de Leishmania (Viannia) brasiliensis
obtido conforme o protocolo de Ribeiro et al. (2007). O antigeno bruto do parasito foi diluido

em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6 em concentracdo previamente definida por
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titulacdo e distribuido em volume de 100 pL por poco na placa, seguido de incubacdo em
camara Umida durante 2 horas a 37°C (+ 1) na estufa ou a 4°C na geladeira por 16 a 24 horas.
Ap0s a sensibilizacdo, a placa foi submetida a 4 lavagens com solucédo de lavagem (com PBS
0,01M pH 7,2 com 0,05% de Tween 20) num volume de 300uL por poco. As amostras de
soro foram diluidas em PBS T-Leite (solucéo de caseina a 1% em PBS 0,01M pH 7,2 com
0,05% Tween 20) numa diluicdo de 1:40 e aplicadas num volume de 100 pL por pogo, com
posterior incubacdo a 37° C (+ 1) em ambiente itmido por 45 minutos. Apds a incubacio a
placa foi submetida a 4 lavagens com solucdo de lavagem num volume de 300uL por pogo. O
conjugado (Anti IgG humana conjugada a peroxidase) foi diluido, conforme a diluicdo de
trabalho no momento da utilizacdo, em PBS T -Leite e distribuida na placa no volume de 100
uL por poco, em seguida, a placa foi submetida a incubacio em 37° C (+ 1) em ambiente
Umido por 45 minutos. Apds a incubacdo, foram realizadas 4 lavagens com solucdo de
lavagem com volume de 300 pL por poco. Para revelagdo, foi utilizada solucdo de TMB
(Tetrametilbenzidina), num volume de 100 pL por poco por 30 minutos ao abrigo da luz. A
reacdo de revelacdo foi blogueada com 50 pL de acido sulfarico IN. A leitura foi obtida
através da medicdo das absorbancias em leitora de microplacas com filtro de medida de
450nm, sem o filtro de referéncia.

O ponto de corte foi determinado através da média das absorbancias dos soros
negativos mais duas vezes o desvio padrdo da densidade Optica destes soros. O resultado foi
expresso em Unidade Arbitraria Arbitrada (UA) gque corresponde a razdo entre a leitura de
Absorbancia da amostra e o ponto de corte do teste no ato da realizacdo. As amostras
consideradas positivas (reatoras) foram as com resultado em unidade arbitrada superior a 1,2
(mais que 20% do valor da linha de corte) e as amostras consideradas negativas (nédo reatoras)
foram aquelas com UA inferior a 1.0. Para as amostras indeterminadas os valores de UA

considerados foram entre 1.0 e 1,2.

5.6 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde
Publica - CEP/Ensp e aprovado com o nimero 6.078.906 (Anexo A). O projeto também foi
submetido ao Comité de Etica do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas-CEP/INI
(instituicdo coparticipante) e aprovado com o nimero 6.124.576 (Anexo B).

Todos os procedimentos éticos relativos aos participantes da pesquisa foram

garantidos. Foi solicitada a dispensa de obtencéo de um Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE), tendo como justificativa principal a utilizagcdo nesta pesquisa somente de
dados ja coletados anteriormente, ndo sendo utilizada coleta de novos dados ou amostras
clinicas. Outras justificativas relativas ao pedido da dispensa estdo descritas no documento
especifico no Apéndice A. O pesquisador, apds aprovagdo do Comité de Etica, assinou um
Termo de Compromisso para Uso de Dados (TCUD) conforme Apéndice B junto a instituicéo
coparticipante.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a observacdo de resultados pela forma descritiva dos valores das
varidveis de interesse, observando-se valores maximos e minimos, porcentagens e as
médias. O primeiro passo consistiu na realizacdo de uma avaliacdo de normalidade do banco
de dados. O teste de normalidade é uma etapa fundamental para determinar se os dados
coletados seguem uma distribuicdo normal, o que é uma suposi¢do frequentemente
necessaria para a aplicacdo de muitos métodos estatisticos paramétricos. Métodos como o
teste de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e Anderson-Darling sdo comumente usados
para avaliar a normalidade dos dados (Conover,1999).

Para este trabalhou adotou-se o Teste de Shapiro-Wilk como teste padrdo para
avaliacdo da normalidade do banco de dados através do uso do Software Jamovi (Versao
2.3.28, 2023). O teste de Shapiro-Wilk é um dos testes mais conhecidos para verificar a
normalidade dos dados. Ele calcula uma estatistica de teste que € detectada a uma distribuicéo
tedrica para determinar se os dados seguem uma distribuicdo normal (Conover, 1999).

Para comparacdo entre as variaveis foi utilizado o teste de o teste Kruskall Wallis ja
que para esta avaliacdo o teste de normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk demonstrou
que esses dados ndo seguem uma distribuicdo normal. A analise da correspondéncia entre 0s
ELISA in house e os testes parasitologicos foram realizadas através da andlise da
concordancia e da analise do Kappa Cohen’s. Foi realizada teste de comparagdes multiplas
das diferentes formas clinicas de LTA em relacdo as medidas de DO e UA utilizando o teste
de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Todas as anélises foram realizadas utilizando Software
Jamovi (Verséo 2.3.28, 2023).
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6 RESULTADOS

6.1 DESCRICAO DA POPULACAO DE ESTUDO E DOS TESTES UTILIZADOS NO
DIAGNOSTICO DOS PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA REALIZADOS NO PERIODO DE ESTUDO.

No periodo avaliado, um total de 233 pacientes foram atendidos e submetidos ao
ELISA in house em apoio ao diagnostico da LTA no periodo de 2000 a 2005 (conforme
descrito em um dos critérios de inclusdo do trabalho). Desses pacientes selecionados, 219
apresentaram diagndstico de LTA confirmado por meio de algum teste parasitoldgico e 14
pacientes obtiveram diagnostico clinico, dentre esses, 11 pacientes ndo apresentaram
nenhuma positividade nas técnicas parasitolégicas realizadas. De acordo com o protocolo de
atendimento do LapClinVigiLeish para o diagnostico de LTA (item 5.5 da metodologia),
foram realizados exames parasitoldgicos (cultura in vitro, exame direto/imprint e
histopatoldgico) em 230 pacientes, e em 3 pacientes ndo foi possivel a realizacdo de nenhum
exame parasitoldgico.

A distribuicdo por ano (2000 a 2005) dos atendimentos/exames parasitoldgicos e
soroldgicos realizados para o diagnostico da LTA foi demonstrada na tabela 2. Ao longo de
todo periodo de estudo (2000 a 2005) em que foram atendidos 233 pacientes com LTA,
53,6% (125/233) dos pacientes realizaram cultivos in vitro, 77,7% (181/233) dos pacientes
realizaram exames diretos/imprint e 92,3% (215/233) dos pacientes realizaram exames
histopatolédgicos (Tabela 2).

O ano que mais pacientes foram atendidos e exames realizados foi 0 ano de 2003, com
65 pacientes com LTA, sendo realizados 32 cultivos in vitro, 54 exames diretos, 60
histopatolégicos; seguido do ano de 2002 em que foram atendidos 52 pacientes com LTA,
realizados 44 cultivos in vitro, 41 exames diretos, 48 histopatolégicos; apos o0 ano de 2005 em
que foram atendidos 46 pacientes com LTA e realizados 12 cultivos in vitro, 43 exames
diretos, 43 histopatoldgicos foram realizados, em 2004 foram atendidos 38 pacientes com
LTA e realizados 12 cultivos in vitro, 29 exames diretos, 34 histopatoldgicos; em 2000 foram
atendidos 21 pacientes com LTA, realizados 16 cultivos in vitro, 8 exames diretos, 20
histopatoldgicos; e 0 ano de 2001 foi o que menos houve atendimentos e consequentemente
exames para o diagnéstico de LTA, sendo atendidos 11 pacientes com LTA, realizados 9

cultivos in vitro, 6 exames diretos, 10 histopatoldgicos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo por ano durante o periodo de estudo (2000 a 2005) do nimero de
pacientes com LTA atendidos, ensaios de ELISA in house, isolamento in vitro, exame

direto/imprint e hitopatolégico realizados.

Anos i paci_entes .ELISA .CUIt.iVO . Exqme . Histopatologia
atendidos in house in vitro direto/imprint

2000 21 21 16 8 20

2001 11 11 9 6 10

2002 52 52 44 41 48

2003 65 65 32 54 60

2004 38 38 12 29 34

2005 46 46 12 43 43
Total/ano 233 233 125 181 215

Fonte: O proprio autor.

E importante destacar que dentre as técnicas parasitoldgicas utilizadas a histopatologia
foi a mais realizada em todos os anos de estudo, exceto no ano de 2005 em que 0 numero de
exames diretos realizados se igualou a histopatologia (N=43). O Exame direto foi a segunda
técnica parasitolégica a ser mais utilizada, exceto nos anos de 2000 (N=16), 2001 (N=9) e
2002 (N=44) em que o cultivo in vitro foi mais realizado que o exame direto.

Como o um dos critérios de inclusdo neste estudo foi a realizacdo do ELISA in house
no primeiro atendimento, o ndmero de pacientes atendidos corresponde exatamente ao
namero de ensaios de ELISA in house realizados (n=233) (tabela 2). Em relacdo a
distribuicdo por ano de ensaios de ELISA in house, foram realizados 21 ensaios em 2000, 11
ensaios em 2001, 52 em 2002, 65 em 2003, 38 em 2004 e 46 em 2005. Podendo-se observar
que o ELISA in house foi a técnica mais utilizada em comparacédo as técnicas parasitologicas
neste estudo em apoio ao diagnéstico da LTA. Do total de ensaios de ELISA in house
realizados de 2000 a 2005, 85,4% (199/233) dos pacientes apresentaram resultados positivos e
14,6% (34/233) dos pacientes apresentaram resultado ndo reagente (negativo).

O ensaio de ELISA in house apresentou uma maior positividade 85,4% (199/233)
quando comparado com o cultivo in vitro 59,2 % (74/125) e o exame direto/imprint 44,2%
(80/181). Entretanto, a positividade na histopatologia apresentou em maior proporcao 87,4 %
(188/215) quando comparada ao ELISA in house (Tabela 3) e aos outros ensaios
parasitologicos realizados. Entretanto, quando se avalia a presenca de algum resultado
positivo levando-se em consideracdo os testes parasitolégicos realizados nos pacientes foi
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observado um maior percentual de resultados positivos 94% (219/233) quando comparado
com a positividade do ELISA in house 85,4% (199/233).

A tabela 3 demonstra positividade de 94% (219/233) nos diferentes testes
parasitologicos (parasitologico geral) realizados nos pacientes. Durante o protocolo de
atendimento do LApClinVigiLeish para o diagnostico de LTA, 4,7% (11/233) dos pacientes
apresentaram resultados parasitoldgicos negativos e em 1,3% (3/233) dos pacientes nao foi
possivel a realizacdo nenhum teste parasitolédgico.

A técnica parasitologica mais realizada para o diagnostico da LTA foi a histopatologia
(92,3%- 215/233) seguido do exame direto/imprint (77,7%- 181/233) e cultivo in vitro
(53,6%- 125/233). O maior percentual de resultados parasitoldgicos negativos, foi
apresentado pelo exame direto/imprint (55,8% - 101/181), seguido pelo cultivo in vitro
(38,4%- 48/125) e a histopatologia (12,5%- 27/215). O cultivo in vitro demonstrou uma taxa

de maior de exames néo realizados quando comprado aos outros ensaios (46,3% - 108/233).

Tabela 3 - Apresentacdo dos resultados percentuais das diferentes técnicas diagndsticas
realizadas no periodo de 2000 a 2005 em pacientes (N=233) com LTA.

Técnicas Resultados Quantitativo das Técnicas
Diagnosticas Positivos Negativos Contamina Realizadas Néo Realizadas
dos
ELISAinhouse  85,4%(199/233)  14,6%(34/233) NA 1009(233/233) NA
Cultivoinvitro  59,29(74/125)  38,4%(48/125)  2,4%(3/125) 53,6%(125/233)  46,4%(108/233)
Exame 44,29%(80/181)  55,8%(101/181) NA 77,7%(181/233)  22,3%(52/233)
direto/Imprint
Histopatologia ~ 87,4%(188/215)  12,5%(27/215) NA 92,3%(215/233)  7,7%(18/233)
Parasitologico 94%(219/233) 4,7%(11/233) NA 98,7%(230/233) 1,3%(3/233)
geral *

Legenda: NA (ndo se aplica), * presenca de algum dos testes parasitolégicos realizados com resultados positivos
0u negativos (com ou sem presenca de amastigotas/promastigotas).
Fonte: O proprio autor.

Dos pacientes com resultados reagentes no ELISA in house (N=199), 94% (187/199)
apresentaram presenca de amastigotas/promastigotas (teste positivo) em algumas das técnicas
parasitologicas realizadas. Somente 5% (10/199) pacientes com sorologia positiva pelo
ELISA in house ndo apresentaram presenca de amastigotas/promastigotas (teste negativo) em
alguma técnica parasitoldgica realizada. A técnica de histopatologia foi a que mais detectou a
presenca de amastigotas dentre os pacientes (N=162) reagentes no ELISA in house (tabela 4).
Dos pacientes ndo reagentes no ELISA in house (N=34), 94% (32/34) apresentaram presenca
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de amastigotas/promastigotas (positivo) em algumas das técnicas parasitologicas realizadas.
Somente 2,9% (1/34) dos nédo reagentes pelo ELISA in house ndo apresentaram presenca de
amastigotas/promastigotas (teste negativo) em alguma técnica parasitoldgica realizada. A
técnica de histopatologia também foi a que mais detectou a presenca de amastigotas dentre 0s

pacientes (N=26) com sorologia negativa no ELISA in house (Tabela 5).

Tabela 4 - Resultados de ELISA in house reagentes (positivos) e a relacdo com os resultados
nos testes parasitoldgicos realizados para o diagnostico da LTA.

RESULTADOS DE ELISA in house REAGENTES (N=199)

Exames Parasitologicos  Positivos . Néo- .
Negativos realizados Contaminados
Cultivo in vitro 61 a1 94 3
Exame direto/Imprint 69 87 43 NA
Histopatologia 162 24 13 NA

Legenda: NA (ndo se aplica), * presenca de algum dos testes parasitoldgicos realizados com resultados
positivos ou negativos (com ou sem presenca de amastigotas/promastigotas).
Fonte: o préprio autor.

Os pacientes com ELISA in house reagente (N=199) demonstram uma DO que variou
de 0,053 a 1,410 com média de 0,379 e uma UA variando de 0,8 a 9,0, com média de 2,3. Os
pacientes que apresentaram ELISA in house ndo reagentes (N=34) apresentaram DO que
variou entre 0,030 a 0,226, com média de 0,126 e valores de UA que variaram de 0,2 a 1,0,
com média de valores de 0,7. Foi possivel através dos resultados de ELISA in house tanto
utilizando a DO como os valores de UA, separar os pacientes sem dificuldades entre os
diferentes resultados de pacientes reagentes e ndo reagentes, as medidas entre os valores
negativos e positivos apresentaram adequada diferenciacdo. Diante da observacdo dos
resultados, pdde-se constatar que 187 resultados regentes no ELISA in house foram
confirmados pelas técnicas parasitologicas e 10 resultados reagentes no ELISA in house nédo
foram confirmados nos exames parasitologicos. Somente um resultado ndo reagente no
ELISA in house foi confirmado com resultados negativos nos exames parasitologicos, e 32
resultados ndo reagentes no ELISA in house, ndo foram confirmados, apresentando

positividade nos exames parasitoldgicos (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 5 - Resultados de ELISA ndo reagentes (negativos) e a relacdo com os resultados nos
testes parasitoldgicos realizados no diagnéstico da LTA.

RESULTADOS DE ELISA in house NAO REAGENTES (N=34)

Exames Parasitoldgicos Positivos  Negativos  N&o realizados
Cultivo in vitro 13 7 14
Exame direto/Imprint 11 14 9
Histopatologia 26 3 5
Parasitologico geral * 32 1 1

Legenda: *presenca de algum dos testes parasitologicos realizados com resultados positivos ou negativos (com
ou sem presenca de amastigotas/promastigotas).
Fonte: o préprio autor.

6.2 DESCRICAO DAS RESPOSTAS SOROLOGICAS NO ELISA IN HOUSE COM
ANTIGENO L. (V.) BRASILIENSIS DOS PACIENTES COM LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA EM SUAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS
DURANTE O PERIODO DE ESTUDO

Nesse grupo de pacientes com LTA (N=233) selecionados para esse estudo, foram
diagnosticadas 3 diferentes formas clinicas da doenga: a leishmaniose tegumentar (LT) com
lesGes restritas a pele, a leishmaniose mucosa (LM) com lesdes restritas a mucosas e
leishmaniose cutaneomucosa (LCM) com lesdes presentes em pele e mucosas.

Ao longo do periodo estudado foram encontrados na maioria dos pacientes (N=180) os
casos de LT, 24 casos de LM e 29 casos de LCM. Para os casos de LT (N=180) as densidades
Opticas variaram de 0,053 a 1,326, com uma média de DO de 0,333, os valores de UA
variaram de 0,4 a 6,9 com média de UA de 2,0. Nesse grupo de pacientes foram encontrados
84,4% (152/180) resultados reagentes (positivos) no ELISA in house e 15,6% (28/180)
resultados ndo reagentes (negativos). Para os casos de LM (N=24) as densidades Opticas
variaram de 0,050 a 1,410, com média de 0,395 e os valores de UA variaram de 0,5 a 9,0,
com média de 2,6. Foram encontrados 92% (22/24) de resultados reatores no ELISA in house
e 8% (2/24) de resultados ndo reatores (negativos). Para os casos de LCM (N=29) as
densidades opticas variaram de 0,030 a 1,097, com media de 0,353 e os valores de UA
variaram de 0,2 a 6,0, com média de 2,2. Foram encontrados 86,2% (25/29) de resultados
reatores no ELISA in house e 13,8% (4/29) de resultados néo reatores (negativos).
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Figura 5A - Distribuicao dos valores de densidade Optica das formas clinicas avaliadas.
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Figura 5B - Distribuicdo das medidas de unidade arbitraria das formas clinicas avaliadas
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(leishmaniose tegumentar), LM (leishmaniose mucosa), LCM (Leishmaniose cutaneomucosa).

Fonte: o proprio autor.

As diferentes formas clinicas ndo apresentaram diferengas significativas nem nas
medidas de DO nem nos valores de UA as médias para as duas medidas apresentaram valores
muito proximos (Kruskal-Wallis, p >0,05) somente foi observado um leve aumento de valores
de DO e UA em LM quando comparados aos outros grupos, entretanto, esse aumento
observado néo foi significante (Kruskal-Wallis, p >0,05) (Figura 5A e Figura 5B). Para esse
grupo de pacientes, durante o periodo de estudo descrito (2000 a 2005) ndo foi possivel
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diferenciar a partir dos resultados pela realizacdo do ELISA in house (através das medidas de
DO e UA) diferenca entre as diferentes formas clinicas de LTA (LT, LM e LCM).

Para avaliar os grupos das trés diferentes formas clinicas levando em consideracéo as
medidas de DO e os valores de UA foi utilizada também a comparacdo multipla de grupos
independentes. Com esta andlise foi possivel também observar maiores valores de DO e UA
no grupo de pacientes com LM tanto em relagdo ao grupo de pacientes com LCM
(Wdo=0,320 / Wua=0,226) quanto com o grupo de LT, em que essa diferenca com o grupo e
LM foi maior (Wdo= - 0,813 / Wua= - 1,778), entretanto mesmo isso sendo observado, essas

diferengas ndo foram significantes (Dwass-Steel-Critchlow-Fligner, p >0,05).

6.3 DESCRICAO DAS RESPOSTAS SOROLOGICAS NO ELISA IN HOUSE COM
ANTIGENO L. (V.) BRASILIENSIS DOS PACIENTES COM PRESENCA DE LESOES
CUTANEAS E LESOES ASSOCIADAS DOS PACIENTES COM LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA DURANTE O PERIODO DE ESTUDO

A presenga de lesGes cutaneas nos pacientes com LTA (variaveis= presenca de leséo,
auséncia de lesdo, ignorado, presenca de lesdes maltiplas) foi observada em 95,3% (222/233)
dos pacientes atendidos. Ao considerar os pacientes com lesdes, observou-se que 85,1%
(189/222) apresentaram resultados de ELISA in house reator (positivo) e 14,9% (33/222)
desses pacientes com ELISA in house ndo reator (negativo). As médias de DO dos pacientes
com ELISA in house reagente e com presenca de lesbes cutaneas foi 0,374 com DO variando
de 0,053 a 1.326. As médias dos valores de UA dos pacientes com ELISA in house reagente e
com presenca de lesdes cutaneas foi de 2,3 com medidas variando de 0,8 a 6,9. Observou-se
maiores valores de média de DO e UA em individuos sem lesbes cutaneas (somente com
presenca de lesdes mucosas). Os pacientes com multiplas lesdes apresentaram menor valor da
média de DO e UA, entretanto, essas diferencas ndo foram significativas (Kruskal-wallis, p
>0,05).

A presenga de lesdes associadas (variaveis analisadas= lesGes ignoradas, lesdes
ausentes, linfadenopatia, presenga de nddulos subcutdneos no trajeto linfatico, adenite
regional, adenite generalizada, adenite local ndo relacionada, eritrema nodoso, eritrema
multiforme, edema localizado) nos pacientes com LTA foi observada em 31,7% (74/233) dos
pacientes atendidos, dentre eles, 83,8% (62/74) apresentaram resultados de ELISA in house
reator (positivo) e 16,2% (12/74) desses pacientes com ELISA in house ndo reator (negativo).
As médias de DO dos pacientes com ELISA in house positivo e com presenca de lesdes
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associadas foi 0,311 com variacao de 0,030 a 1,187, ja as médias dos valores de UA foi de 1,9
com medidas variando de 0,2 a 6,1. Em relacdo ao comportamento de DO e UA frente a
presenca de ledes associadas na LTA ndo foi observada diferenca significante desses
parametros para 0s pacientes com presenca de alguma dessas lesdes associadas de pacientes

sem presenca de lesdes associadas (Kruskal-wallis, p >0,05).

6.4 AVALIACAO DA CONCORDANCIA DO ELISA IN HOUSE COM ANTIGENO DE L.
(V.) BRASILIENSIS COM OS TESTES PARASITOLOGICOS REALIZADOS NO
DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO PERIODO DE
ESTUDO

A concordancia do teste de ELISA in house com os testes parasitoldgicos foi
demonstrada na tabela 6. O ELISA in house apresentou 56% de correspondéncia com o
cultivo in vitro, 52% de correspondéncia com exame direto/imprint, 77% de correspondéncia
com a histopatologia e 82% de concordancia entre 0 ELISA in house a o parasitologico geral
(presenca de algum exame parasitologico positivo, com presenca de amastigotas/promastigotas).
Apesar da concordancia do ELISA in house x histopatologia e ELISA in house x parasitolégico
geral apresentarem uma concordancia elevada (77% e 82% respectivamente), os indices Kappa
ndo foram considerados adequados, demonstrando pouca correspondéncia entre todas as
avaliacBes realizadas, sem a presenca de significancia entre as analises realizadas (Kappa
Cohen’s, p >0,05). Esses resultados mostram que apesar a concordancia existente entre o ELISA

in house e alguns testes parasitolégicos essa relacdo nao foi adequada neste estudo (tabela 6).

Tabela 6 - Concordéancia do ELISA in house com os testes diagnosticos para LTA (Cultivo in
vitro, Exame direto/Imprint, histopatologia e parasitoldgico geral).

Composicédo das Analises Concordancia (%) Indice Kappa p (valor)

Cultivo in vitro X ELISA 56% -0,0332 p >0,05
Exame direto/Imprint X ELISA 52% 0,0156 p >0,05
Histopatologia X ELISA 7% -0,0264 p >0,05
Parasitolégico geral* X ELISA 82% -0,0283 p >0,05

Legenda: *presenca de algum dos testes parasitologicos realizados com resultados positivos ou negativos (com
ou sem presenca de amastigotas/promastigotas).
Fonte: O proprio autor.
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7 DISCUSSAO

A LTA ¢é um grave problema de saude publica no Brasil e em especial na América do
Sul. O estado do Rio de Janeiro é endémico para a doencae apresenta um elevado nimero de
casos nos ultimos anos com maior concentragdo dos casos na Regido Metropolitana | (Tabela
01). Mais de 20% dos municipios sdo de grande importanciaepidemiolégica para a ocorréncia
da LTAno estado (Soares et al., 2020).

A deteccdo precoce e precisa da infeccdo é crucial para o tratamento eficaz e o
controle da disseminacdo da doenga. Dentre os métodos diagndsticos tém-se 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) que tem sido amplamente utilizado para a deteccdo especifica
contra anticorpos do parasito, enquanto os testes parasitologicos, como o cultivo in vitro,
histopatologia e exame direto por impressdo (imprint), sdo utilizados para identificar
diretamente os parasitas em tecidos ou amostras clinicas (OPAS, 2019). O ELISA tem sido
objeto de diversas pesquisas quebuscam avaliar o desempenho, sensibilidade, especificidade
e sua capacidade no diagnéstico da LTA (Bracamonte et al., 2020; Mendes et al., 2019; Pena
et al., 2020; Sato, 2017; Silva, 2023; Zanetti et al., 2019). O diagnoéstico soroldgico ainda é
pouco utilizado nos estabelecimentos publicos de satde, tém suscitado perguntas de pesquisa
e estimulado novas avaliagdes para a adocdo desse método diagnostico na pratica clinica
(Zanetti et al., 2019; Mendes et al., 2019).

O ELISA tem a vantagem de ser uma técnica sensivel e especifica na detec¢cdo de
anticorpos anti-Leishmania spp. Isso permite a identificacdo de transmissdo passada e/ou
atual, mesmo em alcance inicial da doenca, quando os parasitos podem ndo ser detectados
facilmentenos testes parasitoldgicos (Ferreira; Moraes, 2013).

O ELISA pode ser aplicado em estudos epidemioldgicos em larga escala para
identificar areas endémicas, determinar a prevaléncia da infeccdo e avaliar o sucesso das
estratégias de controle, podendo ainda ser til para a identificacdo de casos assintomaticos,
nos quais 0s parasitos podem estar presentes em niveis baixos, dificultando a deteccdo por
métodos parasitoldgicos (CONFORT, 2009).

A concordéncia entre diferentes métodos de diagnostico sugere a seguranca de
empregar o ELISA com antigeno homdlogo para o diagndstico da LTA. Ao comparar 0s
resultados de dois ou mais testes diferentes, podemos ter mais certeza de que o diagnostico é
preciso e confidvel. A LTA é uma doenca com sintomatologia ndo exclusiva, ou seja, é

necessario o diagndstico diferencial para véarias outras doengas. A precisdo ou o
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conhecimento da capacidade diagndstica de um teste € crucial para atomada de decisdes
clinicas adequadas (Bracamonte et al., 2020; CONFORT, 2009).

A avaliacdo da precisdo de testes diagnosticos contribui significativamente para a
reducdo de falsos positivos e falsos negativos. A sensibilidade e especificidade, quando
apuradas permitem uma combinacdo mais especifica de métodos diagndsticos e contribui
diretamente para uma melhor deteccdo dos verdadeiros positivos. E por fim e ndo menos
importante € a relevancia da decisdo clinica ser adequada e assegurar a prevencgdo
quaternaria para o paciente (De Oliveira Duque et al., 2019).

Segundo Zanetti et al. (2019), para o diagnostico da LTA geralmente é necessaria a
combinacdo de diferentes métodos diagndsticos para obtengdo de resultados mais precisos.
Nesta dindmica, neste trabalho a utilizacdo do ELISA in house com antigeno de L. (V.)
braziliensis demonstra ser uma boa op¢éo, a positividade elevada (85,4%) nos pacientes com
LTA corroboram com outros trabalhos que também encontraram valores préximos ou
superior a este, demonstrando a capacidade de deteccdo do ELISA para anticorpos anti-
Leishmania spp. (Bracamonte et al., 2020; Ferreira et al, 2006; Pena et al., 2020). E
importante destacar ainda que 94% dos pacientes que apresentaram reacao positiva no ELISA
in house com antigenode L. (V.) braziliensis também apresentaram presenca de amastigotas
em algumas das técnicas parasitoldgicas realizadas. Sendo a histopatologia a técnica que
mais identificou a presenca deamastigotas dentre os pacientes reatores no ELISA.

Quando foi realizada a compara¢do dos resultados do ELISA in house com os testes
parasitologicos realizados segundo protocolo diagnéstico do LapClinVigiLeish, pdde ser
observada uma correlacdo com valor elevado (82%) com todos os testes parasitoldgicos
realizados, 56% com o cultivo in vitro, de 77% com a histopatologia e de 52% com o exame
direto/imprint. Entretanto, essa concordancia nao foi adequada em valores de Kappa (Kappa
Cohen’s, p >0,05), ja que foram demonstrados valores até negativos (Tabela 5). Ao observar
osresultados encontrados por Confort (2009), encontrou-se semelhanca aos deste estudo.
Ao avaliarem a concordancia do ELISA in house com resultados da histopatologia com a
cultura in vitro e exame direto/imprint foram encontradas concordancias de 63,9%, 76% e
49,3% respectivamente, valores um pouco menores quando comprados aos resultados
demonstrados para o estudo atual. Entretanto, da mesma forma que no estudo atual, ndo
foram encontradas diferencas significantes na correlacédo entre esses valores.

Diante desses valores mais altos, e da viabilidade de realizagdo do ELISA no
diagndstico de LTA acredita-se que se justifique sua utilizacdo quando seja possivel em

conjunto com outros métodos, justificando-se ainda a investigacdo de forma mais detalhada
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dessa correlacdode resultados com testes parasitologicos, em analises futuras aumentando o
namero de pacientesnessas investigacoes.

E descrito que pacientes com LTA apresentam baixos titulos de anticorpos o que
dificulta o diagnostico sorologico, aumentando as chances de falsos negativos (Manual de
LTAdo Ministério da Saude). Para este trabalho, foi observado que no ELISA in house uma
diferenciacdo clara entre os resultados positivos (reagentes) e resultados negativos (ndo
reagentes), o que diminui as possibilidades de erros ou ddvidas na interpretacdo dos
resultados. Entretanto, dos pacientes com ELISA negativos (14,6% 34/233), somente 2
(5,88% n:2/34) pacientes apresentaram diagnéstico clinico (sem nenhum exame
parasitologico positivo) e 32 (94,1 n:32/34) apresentaram resultados parasitologicos
positivos. Observou-se uma porcentagem pequena de falsos negativos apresentados, que foi
considerada baixa e que pode ser evitada na deteccdo do paciente infectado ao se utilizar
diferentes técnicas de diagndstico em conjunto.

O ELISA apresentou positividade de 84% para pacientes com LT, 92% para
pacientes com LM e 86,2% para pacientes com LCM. Esses valores se assemelham em
outros trabalhos de avaliacdo da performance do ELISA (Barroso Freitas, 2009; Bracamonte
etal., 2020; CONFORT et al., 2009).

A forma LM caracteriza-se por apresentar maior indice de positividade e também nos
indices de DO e UA de forma isolada. Sabe-se que na forma LM ha uma elevacao dos niveis
de anticorpos quando comparada a forma cutanea (BRASIL, 2017). Observou-se maiores
valoresde DO e UA no grupo de pacientes com LM em relacdo ao grupo de pacientes com
LCM (Wdo=0,320 / Wua=0,226) e principalmente com o grupo de LT, em que essa
diferenca com o grupo e LM foi maior (Wdo= - 0,813 / Wua= - 1,778). Porém essas
diferencas ndo foram significantes (Dwass-Steel-Critchlow-Fligner, p >0,05) e corroboram
os achados de Barroso Freitas, 2009 e Confort, 2009. No estudo de De Carvalho et al.
(2022), também ndo foi possivel detectar diferencas significantes entre as diferentes
formas clinicas de LTA, demonstrando que o ELISA isoladamente ndo foi capaz de
determinar as diferentes manifestagdes clinicas. Sugerindo que ndo é uma boa ideia olhar
somente o resultadodo ELISA de forma isolada, mas sim a correlagdo com outros fatores
como a epidemiologia, aclinica e a carga parasitaria (De Carvalho et al., 2022)

Neste trabalho néo foi possivel observar diferencas entre os pacientes com presenca de
lesdes cutaneas e lesdes associadas ao quadro de LTA utilizando os resultados de DO e UA
do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis, ndo sendo esta, uma boa ferramenta

de forma isolada para diferenciar essas caracteristicas. Os pacientes sem lesdes cutaneas
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(leishmaniose mucosa) apresentaram maiores valores de DO e UA quando comparados a
pacientes com presenca de lesGes ou com lesdes multiplas (que apresentaram menores valores
de DO e UA), entretanto, essas diferencas ndo foram significantes (Kruskal-wallis, p >0,05).
CONFORT (2009) observou fracas correlacGes positivas entre a positividade dos valores de
UA em relacdo a caracteristicas das lesdes (didmetro das lesdes e numero de lesbes) de
pacientes com LTA.

Ao avaliar o desempenho do ELISA em uma revisdo sistematica (n:38) Pena et al.
(2020) identificaram que o ELISA como método diagnostico possui boa acurcia na meta
analises 3¢ baixa heterogeneidade®. O autor ainda discute que o ELISA é (til para triagem
devidoa prevaléncia da LTA. Entretanto apresenta como limitacdo a capacidade de deteccdo da
doencana fase inicial. O ELISA com seu desempenho diagndstico torna-se uma boa opc¢éo
para estudos de soroprevaléncia, monitoramento de tratamentos da LTA e para o design de
antigenos definidos em estudos posteriores. O ELISA pode apresentar limitacfes para o
diagnédstico diferenciado em é&reas endémicas para doenca de Chagas em razdo da
proximidade filogenética entre os parasitas (Bracamonte et al., 2020; Costa et al., 2021).

Mesmo sendo ainda considerado de uso limitado para o diagndstico isolado da LTA o
ELISA pode ser utilizado em apoio ao exame fisico e a outros exames disponiveis, pois € uma
técnica minimamente invasiva, que utiliza sangue total como amostra clinica, de mais facil
transporte quando existe a necessidade (Gomes et al., 2014). Seu uso ainda se justifica pela
complexidade do diagnostico LTA e pelo perfil de toxicidade do tratamento disponivel para a
doenca (Gomes et al., 2014). E diante dos resultados demonstrados em nosso estudo, a
utilizacdo do ELISA como técnica de apoio ao diagnostico da LTA de ser realizada quando
possivel, sendo importante ainda a continuacdo da utilizacdo do ELISA in house com

antigeno de L. (V.  brasiliensis em novos estudos diagnésticos na LTA.

3 Meta analises: método estatistico para agregar os resultados de dois ou mais estudos independentes,
sobre uma mesma questdo de pesquisa, combinando seus resultados em uma medida sumaria.
4 Baixa Heterogeneidade.
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8 CONCLUSAO

- O ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis demonstrou uma maior positividade
(85,4%) quando comparado ao cultivo in vitro (59,2 %) e ao exame direto/imprint (44,2%),
entretanto, demonstrou uma menor positividade quando comparado a histopatologia (87,4%)
aos exames parasitoldgicos gerais (94%) para o diagnostico dos pacientes com LTA;

- O ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis demonstrou uma concordancia de
resultados de 82% quando se levou em consideracdo todos os testes parasitolégicos utilizados
neste estudo. De forma individual o ELISA in house demonstrou uma concordéncia de 56%
com o cultivo in vitro, de 77% com a histopatologia e de 52% com o exame direto/imprint.
Entretanto, ndo foi possivel observar uma concordancia adequada entre os resultados do
ELISA in house com os resultados dos testes parasitologicos utilizados no diagnéstico dos
pacientes com LTA (Kappa Cohen’s, p >0,05). O ELISA apresentou desempenho satisfatorio,
tdo guanto, os testes parasitoldgicos o que permite compreender ser este um teste importante e

com boa especificidade para ser adotado no diagnostico da LTA,;

- Nao foi possivel diferenciar através do resultado de DO e UA do ELISA in house com
antigeno de L. (V.) brasiliensis pacientes com Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose

Mucosa e Leishmaniose Cutaneomucosa;

- Foi possivel observar maiores valores das médias de DO e UA nos pacientes com
Leishmaniose Mucosa, quando comparados aos pacientes com Leishmaniose tegumentar e
Leishmaniose cutdneomucosa, entretanto, essas diferengas ndo foram significantes (Kruskal-

wallis, p >0,05);

- Foi possivel observar maiores valores das médias da DO e UA em pacientes sem presenca
de lesbes cutaneas (leishmaniose mucosa) quando comparados aos pacientes com presenca de
lesGes e 0 menor valor de médias de DO e UA em pacientes com lesdes multiplas, entretanto,

essas diferencas néo foram significantes (Kruskal-wallis, p >0,05);

- Utilizando o ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis n&o foi possivel observar
diferengas significantes (Kruskal-wallis, p >0,05) entre as leituras de DO e valores de UA dos
pacientes com LTA com presenca de lesfes associadas em compara¢do aos pacientes com
LTA que ndo apresentavam ledes associadas ao quadro clinico;
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- A utilizacdo do ELISA in house com antigeno de L. (V.) brasiliensis demonstrou nesse
estudo ter um desempenho adequado quando utilizado em apoio no diagnostico dos pacientes
com LTA atendidos no ambulatério do LapClinVigiLeish no periodo de 2000 a 2005.Espera-

se que novas pesquisas deem seguimento a este estudo com novos periodos sendo avaliados;
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APENDICE A - SOLICITACAO DE ISENCAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto de pesquisa: Avaliacdo do ELISA in house no Imunodiagnéstico da
Leishmaniose Tegumentar Americana em Pacientes Atendidos no Periodo de 2000 a 2005 no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz.

Pesquisador Responsavel: Ageu Quintanilha Viana Nascimento

Ao Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca (ENSP)
da Fundacdo Oswaldo Cruz:

Vimos por meio deste documento solicitar a dispensa de obtencdo de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o estudo intitulado “Avaliagao do ELISA in
house no Imunodiagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana em Pacientes Atendidos
no Periodo de 2000 a 2005no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz”
proposto por Ageu Quintanilha Viana Nascimento.

A dispensa do uso de TCLE se fundamenta:

-Por se tratar de um estudo transversal com avaliacdo retrospectiva de dados secundarios
(resultados sorologicos de ELISA “in house”, informagdes clinicas e laboratoriais contidas
nos prontuarios e nos bancos internos do Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmanioses-LapClinVigiLeish) que foram previamente obtidos de pacientes com suspeita
clinica de LTA atendidos ambulatério do LapClinVigileish no periodo de 2000 até 2005;
-Este estudo ndo utilizard amostras biologicas dos pacientes somente fonte de dados contidos
nos prontuarios e em banco de dados gerados pelo (LapClinVigiLeish);

-Os pacientes na ocasido do atendimento inicial assinaram TCLE para pesquisas relacionadas
ao diagnostico e / ou tratamento das Leishmanioses;

-Pela grande quantidade de pacientes neste recorte de tempo do estudo o que dificultaria o
contato, j& que a maioria ndo tem mais segmento de atendimento em ambulatorio do
LapClinVigiLeish;

-Para a pesquisa em questdo ndo seré necesséria a identificacdo dos pacientes e os resultados
da pesquisa serdo avaliados e apresentados de forma agregada n&o permitindo a identificagao
individual dos participantes.

O pesquisador principal e demais colaboradores envolvidos no estudo acima se
comprometem de forma individual e coletiva a utilizar os dados provenientes deste estudo
apenas para o0s fins descritos e a cumprir todas as diretrizes e normas éticas regulamentadoras

vigentes no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados coletados.
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Segundo os protocolos de pesquisa 0s riscos desta pesquisa sdo considerados minimos.
Os riscos identificados séo:
Os principais riscos identificados para essa pesquisa sao:
Riscos Previsiveis:
-Extravio de informagdes
-Quebra de sigilo de dados confidenciais
-Integridade fisica dos prontuarios

Para minimizar esses riscos serdo adotadas as seguintes medidas:
- Serdo retiradas, para construcdo dos dados, somente informacfes que serdo necessarias para
atender os objetivos desta pesquisa clinica (tamanho de lesdo, extensdo das lesdes, quantidade
de lesdes e formas clinicas da doenca) e informacdes dos resultados dos testes laboratoriais do
ELISA in house, cultivo in vitro, exame direto/imprint, histopatologia e PCR para Leishmania
spp.). A identificacdo dos pacientes serd realizada pelo nimero de prontuario e iniciais do
nome.
-N&o serdo necessarias as informacdes pessoais (idade, endereco, telefone), somente as
iniciais do nome do paciente.
- O acesso aos bancos de dados ja construidos e ao sistema de prontuérios serd realizado
somente pelo aluno e pela orientadora principal, somente durante o periodo da montagem do
banco de dados (por 2 meses), e somente serdo consultadas informac6es clinicas dos pacientes
que interessam para responder ao objetivo desta pesquisa.
-As planilhas geradas com os bancos de dados ndo serdo colocadas em rede, sendo
compartilhadas somente por e-mail institucional.
-Os pesquisadores envolvidos na confec¢cdo de um novo banco de dados estardo treinados no
sentido de somente consultar as informagdes necessarias para cumprimento dos objetivos
propostos neste projeto.
-Orientador e aluno assinaram termo de confidencialidade para utilizacdo de dados para esse
projeto denominado de Termo de Compromisso de Utilizacdo dos Dados (TCUD));
- Sera garantida a guarda do sigilo das informacdes clinicas de modo que para objetivos desta
pesquisa ndo serdo apresentadas como resultados informagdes individuais, somente
informacdes agregadas dos dados.

Rio de Janeiro, 10 de Janeiro de 2023

Ageu Quintanilha Viana Nascimento/MG-14.368.333
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APENDICE B - TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS
(TCUD)

Eu, Ageu Quintanilha Viana Nascimento, aluno (mestrando) da Escola Nacional de
Saude Publica/Fiocruz, do curso de Pds-graduacdo Stricto Sensu em Salde Publica e Meio
Ambiente no ambito do projeto de pesquisa intitulado “Avaliacdo do ELISA in house no
Imunodiagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana em Pacientes Atendidos no
Periodo de 2000 a 2005 no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz “,
comprometo-me com a utilizagdo dos dados contidos no  Sipec-INI
(http://intranet.ini.fiocruz.br) e bancos internos do LapClinVigiLeis: Banco de sorologia
humana; Humanos LTA banco de dados clinca; Humanos esporotricose banco de dados;
Banco cultura, a fim de obtencéo dos objetivos previstos, e somente apos receber a aprovacdo
do sistema CEP-CONEP.

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

Esclarego que os dados a serem coletados se referem dados clinicos (exame fisico dos
pacientes), os dados dos resultados soroldgicos (ELISA in house), dos resultados
parasitologicos (cultivo in vitro do parasito, exame direto / imprint e histopatologia) e
moleculares (PCR para Leishmania spp.) obtidos de pacientes com suspeita clinica de LTA
atendidos no ambulatério do LapClinVigileish no periodo de 01/01/2000 a 31/12/2005.

Declaro entender que é minha a responsabilidade de cuidar da integridade das
informacdes e de garantir a confidencialidade dos dados e a privacidade dos individuos que
terdo suas informac6es acessadas.

Também é minha a responsabilidade de ndo repassar os dados coletados ou 0 banco de dados
em sua integra, ou parte dele, a pessoas nao envolvidas na equipe da pesquisa.

Por fim, comprometo-me com a guarda, cuidado e utilizag&o das informag0es apenas
para cumprimento dos objetivos previstos nesta pesquisa aqui referida. Qualquer outra

pesquisa em que eu precise coletar informacdes serdo submetidas a apreciacdo do CEP/ENSP.

Rio de Janeiro, 10 de janeiro de 2023.

Assinatura do pesquisador responsavel
Ageu Quintanilha Viana Nascimento/MG-14.368.333
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE
PUBLICA SERGIO AROUCA - GRGradl o
ENSP/ FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo do Elisa in house no Imunodiagndstico da Leishmaniose Tegumentar
Americana em Pacientes Atendidos no Periodo de 2000 a 2010 no Institute Nacional
de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz.

Pesquisador: AGEU QUINTANILHA VIANA NASCIMENTO
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 66793423.6.0000.5240

Instituigéo Proponente: FUNDACAQ OSWALDO CRUZ
Patrecinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 6.073.906

Apresentagio do Projeto:
Este parecer se refere a analise de resposta as pendéncias, emitidas pelo CEP/ENSP no parecer nimero
6.060.844, emitido em 16/05/2023.

O projeto de pesquisa em tela obteve anteriormente o seguinte parecer consubstanciado do CEP/ENSP:
5.903.430, de 17/02/2023 (parecer de pendéncias).

Projeto de Dissertacdo de mestrado de Ageu Quintanilha Viana Nascimento, apresentado ao Programa de
Pas-graduacdo em Sadde Pablica e Meio Ambiente da ENSP-FIOCRUZ, intitulado "Avaliagdo do Elisa in
house no Imunodiagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana em Pacientes Atendidos no Periodo
de 2000 a 2010 no Instituto Macional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz”. Projete orientado por
Fernanda Nunes Santos e Eliame Mouta Confort, com financiado préprio no valor de R$9.700,00.

"A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada um grave problema de saude publica e tem
alta frequéncia nas Américas. A doenca € causada por espécies de pretezoanos do género
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Leishmania, subgéneros Viannia e Leishmania, transmitidos por vetor flebotomineos de diferentes espécies
do género Lutzomyia spp. Os métodos de diagnéstico mais utilizados no pais ainda s3o os parasitologicos,
que apesar da sua simplicidade

ainda apresentam dificuldades relacionadas a obtencdo das amostras, técnicos especializados, e
principalmente a presenca de parasitos no material coletado. Entre os métodos imunolégicos, destaca-se o
ELISA que apresenta bom desempenho em pacientes com alta suspeigc3o clinica e exame parasitoldgico
negativo. A coleta e transporte de amostras para sua realizagdo possui baixo grau de dificuldade. Diversos
estudos em todo termitério nacional t8ém demonstrado bom desempanho desse teste no imuncdiagnéstico da
LTA. Esse trabalho busca realizar uma avaliacdo retrospectiva do desempenho do Elisa in house no
imunediagnostico da LTA em pacientes atendidos no periodo de 2000 a 2010 no Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas/Fiocruz-RJ, comparando resultados do ELISA in house com resultados
parasitolégicos e moleculares. Serdo avaliadas ainda as respostas sorolégicas dos pacientes com LTA nas
formas cutidnea, mucosa, mucosa-cutanea e disseminada e a associacdo de caracteristicas clinicas da LTA
e resposta sorologica do ELISA in house. Trata-se de um estudo transversal com avaliacdo de dados
previamente obtidos de pacientes com suspeita clinica de LTA atendidos no ambulatério do
LapClinVigiLeish. Ser3o analisados os dados clinicos (caracteristicas clinicas das lesBes), resultados
sorolégicos (ELISA in house), resultados parasitolégicos (cultivo in vitro do parasito, exame direto / imprint e
histopatologia) e resultados moleculares (PCR para Leishmania spp.)."

Metodologia Proposta:

"Serdo usados os dados clinicos (caracteristicas clinicas das lestes), os dados dos resultades seroldgicos
(ELISA in house), dos resultados parasitologicos (cultivo in vitro do parasito, exame direto / imprint e
histopatologia) e moleculares (PCR para Leishmania spp.). Para este estudo, nd3o sera necessaria a coleta
de amostras clinicas ou de dados recentes, as informagées a serem utilizadas serdo dados secundarios
contidos em arquivos/ bancos de dados internos ja construides do LapClinVigiLeish e a consulta de
prontudrios, para obtencdo de informacdes clinicas, quando necessana, sera realizada através do Sipec-INI
(http:/fintranet.ini.fiocruz. br).”

Tamanho amostral: 2.000 parficipantes
Critério de Inclusio:

"Sera definido como critério de inclusdo neste estudo todos os pacientes com suspeita de LTA

Enderego: Rua Leopeldo Bulhdes, 1480 - Témeo
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atendidos no ambulatério do LapClinVigiLeish, em processo de diagnostico, que tenham side submetidos a
coleta de sangue para realizac3o do ELISA e submetidos ainda ao protocolo de atendimento e diagnéstico
realizado pelo setor, na primeira consulta, sem a instituicio do tratamento.”

Critério de Exclusao:

"0Os pacientes atendides no ambulatério do LapClinVigiLeish que ndo foram submetidos ao ELISA ou ao
protocolo diagndstico do setor, os pacientes encaminhados ja em tratamento e resultados de ELISA
provenientes de amostras externas ao LapClinVigiLeish para o diagnostico de LTA, serdo excluidos deste
estudo.”

Objetivo da Pesquisa:
Segundo o pesquisador, os objetivos da pesquisa sdo:

"Objetivo Primario:

Avaliar o desempenho do ELISA in house no Imunodiagnéstico da Leishmaniose Tegumentar Americana em
pacientes atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandre Chagas na Fiocruz no periedo de 2000 a
2010.

Objetivo Secundario:

- Comparar os resultados do ELISA in house com o cultivo parasitolégico, a histopatologia, o exame direto
(Imprint) e a PCR para Leishmania spp.

- Avaliar as respostas sorolégicas dos pacientes com LTA nas formas cutdnea, mucosa, mucosa-cutinea e
disseminada;

- Avaliar a associac3o entre as caracteristicas clinicas das lestes de LTA e a resposta soroldgica no ELISA
in house.”

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:
Segundo o Pesquisador:

Riscos:

"Riscos Pravisiveis: - Extravio de informacdes - Quebra de sigilo de dados confidenciais - Integridade fisica
dos prontuadrios.

Para minimizar esses riscos serdo adotadas as seguintes medidas:

- Serdo refiradas, para construg3o dos dados, somente informacdes que serdo necessanas para
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atender os objetivos desta pesquisa clinica (tamanho de lesdo, extens3o das leses, quantidade de lesdes e
formas clinicas da doenca) e informacdes dos resultados dos testes laboratoriais do ELISA in house, cultivo
in vitro, exame diretofimprint, histopatologia e PCR para Leishmania spp.).

- Aidentificaco dos pacientes sera realizada pelo nidmero de prontuario e iniciais do nome.

- Ndo ser3o necessarias as informacdes pessoais (idade, enderego, telefone), somente as iniciais do nome
do paciente.

- O acesso aos bancos de dados ja construidos e ao sistema de prontuarios sera realizado somente pelo
aluno e pela onentadora principal, somente durante o periode da montagem do banco de dados (por 2
meses), e somente serdo consultadas informacdes clinicas dos pacientes que interessam para responder ao
objetivo desta pesquisa.

- As planilhas geradas com os bancos de dados no serio colocadas em rede, sendo compartilhadas
somente por e-mail institucional.

- Os pesquisadores envolvidos na confeccdo de um novo banco de dados estardo treinados no sentido de
somente consultar as informagdes necessanas para cumprimento dos objetivos propostos neste projeto.

- Orientador e aluno assinaram termo de confidencialidade para utilizac3o de dados para esse projeto
denominado de Termo de Compromisso de Utilizac3o dos Dados (TCUD);

- Sera garantida a guarda do sigilo das informac&es clinicas de modo que para objetivos desta pesquisa ndo
serdo apresentadas como resultados informac@es individuais, somente informagfes agregadas dos dados”.

Beneficios:

"01- Contribuir para maior especificidade e qualidade no diagndstico da LTA;

02- Avaliac3o da acuracia e desempenho do ELISA para diagnéstico da LTA;

03- Ampliar as opcdes diagnosticas para a LTA;

04- Revisdo de métodos diagndsticos ja recomendados, com avaliacio da sua confiabilidade e validade
para estabelecer o diagndstico diferencial da LTA para outras doencgas;

05- Contribuir para atualizacdo da literatura quanto a capacidade do ELISA ser adotado como método
diagnostico em qualquer fase da LTA, ou apenas na fase grave da doenga utilizando uma amestragem
ampla e longitudinal”.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O protocolo de pesquisa apresenta todos os elementos necessarios e adequados a apreciacdo éticae a
pendéncia emitida no parecer anterior foi atendida.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Para responder ao parecer anterior, foi submetido o formularie de resposta as pendéncias nomeado
Formularioresppendparecer6060844 pdf, postado em 18/05/2023;

Os demais documentos apresentados para esta analise constam listados ao final deste parecer.

Destacam-se os seguintes documentos aprovados:

- Termoe de Compromisso de Utilizagdo de Dados, nomeado
FORMULARIO_TCUD_AGEU_QUINTANILHA_VIANA_NASCIMENTO.pdf, postado em 18/05/2023;

- Projeto detalhado, nomeado Projeto_Detalhado_Ageu_Quintanilha_Viana_Nascimento pdf, postado em
04/05/2023;

- Termo de Anuéncia Institucional, nomeado
CARTA_DE_ANUENCIA_INSTITUICAO_CO_PARTICIPANTE_INI pdf, postado em 22/04/2023;

- Declaracdo de Cess3o de Banco de Dado, nomeado Termo_Autorizacao_Uso_Banco_de_Dados pdf,
postado em 02/05/2023.

Recomendagoes:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Para elaboracio deste parecer, a pendéncia emitida no parecer consubstanciado nimero : 6.060.844, de
16/05/2023, foi analisada conforme abaixo:
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2. Item de pendéncia: O proponente refere ter anexade o documento
Termo_Autonzacao_Uso_Banco_de_ Dados.pdf em resposta a pendéncia. No entanto, o referido documento
consiste em autorizacdo da instituicdo para uso do banco de dados, e ndo o TERMO DE COMPROMISSO
PARA UTILIZAGAO DE DADOS (TCUD), a ser assinado pelo préprio proponente, conforme explicitado na
pendéncia 2. Atentar para a documentacio correta e observar o modelo disponivel no site do CEP/ENSP,
conforme indicade. Submeter o TCUD a Plataforma Brasil.

Resposta do pesquisador: "0 Termo de Compromisso de Utlizagdo de Dadoes fol anexado na plataforma.”

ANALISE DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

O pretocole do projeto de pesquisa ora apresentado contempla os quesites éticos necessarios, estando apto
a ser iniciado a partir da presente data de emiss3o deste parecer.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

ATENGCAQ: **CASO OCORRA ALGUMA ALTERACAO NO FINANCIAMENTO DO PROJETO ORA
APRESENTADO (ALTERAGCAO DE PATROCINADOR, COPATROCINIO, MODIFICAGAD NO
ORCAMENTO), O PESQUISADOR TEM A RESPONSABILIDADE DE SUBMETER UMA EMENDA AQ CEP
SOLICITANDO AS ALTERACOES NECESSARIAS. A NOVA FOLHA DE ROSTO A SER GERADA
DEVERA SER ASSINADA NOS CAMPOS PERTINENTES E A VIA ORIGINAL DEVERA SER ENTREGUE
NO CEP. ATENTAR PARA A NECESSIDADE DE ATUALIZACAO DO CRONOGRAMA DA PESQUISA.
CASO O PROJETO SEJA CONCORRENTE DE EDITAL, SOLICITA-SE ENCAMINHAR AO CEP, PELA
PLATAFORMA BRASIL, COMO NOTIFICACACQ, O COMPROVANTE DE APROVAGAQ. PARA ESTES
CASOS, A LIBERAGCAQ PARA O INICIO DO TRABALHO DE CAMPO (COLETA DE DADOS,
ABORDAGEM DE POSSIVEIS PARTICIPANTES ETC.) ESTA CONDICIONADA A APRESENTAGAQ DA
FOLHA DE ROSTO, ASSINADA PELO PATROCINADOR, EM ATE 15 (QUINZE) DIAS APOS A
DIVULGAGAQ DO RESULTADO DO EDITAL AQ QUAL O PROJETO FOI SUBMETIDO. *=*
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Venfique o cumprimento das observacGes a seguir:

1* Em atendimento a Resolugdo CNS n® 466/2012, cabe ao pesquisador responsdvel pelo presente estudo
elaborar e apresentar ao CEP RELATORIOS PARCIAIS (semestrais) e FINAL. Os relatérios compreendem
meio de acompanhamento pelos CEP, assim como outras estratégias de monitoramento, de acordo com o
risco inerente 3 pesquisa. O relatorio devera ser enviado pela Plataforma Brasil em forma de "netificacio”.
Os modelos de relatérios (parciais e final) que devem ser utilizados encontram-se disponiveis na pagina
eletronica do CEP/ENSP (https://cep.ensp.fiocruz.br/)

2* Qualquer necessidade de modificaco no curso do projeto devera ser submetida & apreciagdo do CEP,
como EMENDA. Deve-se aguardar parecer favoravel do CEP antes de efetuar als modificacdol/Ses.

3* Justificar fundamentadamente, caso haja necessidade de interrupcdo do projeto ou a ndo publicacio dos
resultados.

4* O Comité de Etica em Pesquisa ndo analisa aspectos referentes a direitos de propriedade intelectual e ao
uso de cniages protegidas por esses direitos. Recomenda-se que qualquer consulta que envolva maténa de
propriedade intelectual seja encaminhada diretamente pelo pesquisador ao Micleo de Inovacdo Tecnolégica
da Unidade.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo

Outros AgeuQuintanilhaVianaMascimento FR.p| 24/05/2023 |Cassius Schnell Aceito
df 23:42:42 | Palhano Silva
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 18/05/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2076185 pdf 10:05:43
Outros Formularioresppendparecer6060844 pdf| 18/05/2023 |AGEU Aceito
10:05:20  |QUINTANILHA
WIANA
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Qutros Formularioresppendparecer6060844 pdf | 18/05/2023 |NASCIMENTO Aceito
10:05:20
Outros FORMULARIO_TCUD_AGEU_QUINTA | 18/05/2023 [AGEU Aceito
NILHA_VIANA_NASCIMENTO. pdf 10:02:38 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Projeto Detalhado [ | Projeto_Detalhado_Ageu_Quintanilha_V| 04/05/2023 |AGEU Aceito
Brochura lana_MNascimento.pdf 21:38:59 | QUINTANILHA
Investigador VIANA
NASCIMENTO
Qutros formulanoresppendparecers9034230.pdf | 04/05/2023 |AGEU Aceito
213755 |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Brochura Pesquisa | Brochura_Ageu_Quintanilha_Viana_Nas| 02/05/2023 |AGEU Aceito
cimento.pdf 19:12:27  |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Brochura Pesquisa | Brochura_Ageu_Quintanilha_Viana_Nas| 02/05/2023 |AGEU Aceito
cimento_MODIFICADO. pdf 19:11:10 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Cutros RequenmentoSECA_PRORROGACAQ| 22/04/2023 |AGEU Aceito
.pdf 12:59:35 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Outros CARTA_DE_ANUENCIA_INSTITUICAO| 22/04/2023 [AGEU Aceito
_CO_PARTICIPANTE_INI.pdf 12:568:42 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Outros Formulario_de_Encaminhamento_Ageu | 24/01/2023 |AGEU Aceito
_Quintanilha_Viana_Mascimento.pdf 19:59:19 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Ageu_Quintanilha_Via| 24/01/2023 |AGEU Aceito
na_MNascimento.pdf 19:58:51 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Declaraco de Termo_Autonzacao_Uso Banco_de Da| 24/01/2023 |AGEU Aceito
concordancia dos.pdf 19:49:46 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Outros FORMULARIO_TCU_AGEU_QUINTANI| 16/01/2023 |AGEU Aceito
LHA_VIANA_NASCIMENTO.pdf 144713 |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
TCLE / Termos de  [INSENCAO_TCLE_AGEU_QUINTANIL | 16/01/2023 [AGEU Aceito

Enderego:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Municipio:
Telefone: (21)2528-2853

Rua Leopoldo Bulhdes, 1430 - Témeo

CEP: 21.041-210
RIO DE JANEIRO
Fax: (21)2508-28683

E-mail: cep{@iensp fiocruzbr
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Assentimento / A VIANA_NASCIMENTO. pdf 14:46:37  [QUINTANILHA Aceito
Justificativa de VIANA
Auséncia NASCIMENTO
Situacgao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

RIO DE JANEIRO, 24 de Maio de 2023
Assinado por:
Cassius Schnell Palhano Silva
(Coordenador(a))
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ANEXO B — PARECER ELABORADO PELA INSTITUICAO COPARTICIPANTE

INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO 4 W"l“
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliac3o do Elisa in house no Imunodiagndstico da Leishmaniose Tegumentar
Americana em Pacientes Atendidos no Periodo de 2000 a 2010 no Institute Nacional
de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz.

Pesquisador: AGEU QUINTANILHA VIANA NASCIMENTO

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: B6793423.6.3001.5262

Instituicao Proponente: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRC CHAGAS - INVFIOCRUZ
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 6.124 576

Apresentacéo do Projeto:

Os topicos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetive da Pesquisa™ e “Avaliacdo dos Riscos e Beneficies” foram
extraidos do documento PB_INFORMACOES_BASICAS_2076185.pdf, postades em 18/05/2023.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada um grave problema de sadde pdblica e tem
alta frequéncia nas Américas. A doenca & causada por espécies de protozoarios do género Leishmania,
subgéneros Viannia e Leishmania, transmitidos por vetor flebotomineos de diferentes espécies do género
Lutzomyia spp. Os métodos de diagnéstico mais utilizado no pais ainda s3o0 os parasitelogices, que apesar
da sua simplicidade ainda apresentam dificuldades relacionadas a obtencdo das amostras, técnicos
especializados, e principalmente a presenca de parasitos no matenal coletado. Entre os métodos
imunclogicos, destaca-se o ELISA que apresenta bom desempenho em pacientes com alta suspeico
clinica e exame

parasitologico negativo. A coleta e transporte de amostras para sua realizac3o possui baixo grau de
dificuldade. Diversos estudos em todo territério nacional tém demonstrado bom desempenho desse teste no
imunodiagndstico da LTA. Esse trabalho busca realizar uma avaliaco retrospectiva do desempenho do
Elisa in house no imunodiagnostico da LTA em pacientes atendidos no periode de 2000 a 2010 no Instituto
Nacional de Infectologia

Enderego: Avenida Brasil 4385, sala 102 do andar témeo do Pavilhic José Rodrigues da Silva
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Evandro Chagas/Fiocruz-RJ, comparando resultados do ELISA in house com resultados parasitolégicos e
maleculares. Serdo avaliadas ainda as respostas sorologicas dos pacientes com LTA nas formas cutanea,
mucesa, mucosa-cutdnea e disseminada e a associacdo de caracteristicas clinicas da LTA e resposta
sorolégica do ELISA in house. Trata-se de um estudo transversal com avaliagdo de dados previamente
obtidos de pacientes com suspeita clinica de LTA atendidos no ambulatério do LapClinVigiLeish. Serdo
analisados os dados clinicos (caracteristicas clinicas das les@es), resultados sorolégicos (ELISA in house),
resultados parasitolégicos (cultivo in vitro do parasito, exame direto / imprint e histopatologia) e

resultados moleculares (PCR para Leishmania spp.)

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o desempenho do ELISA in house no Imunodiagnéstico da Leishmaniose Tegumentar Americana em
pacientes atendides no Instituto Nacional de Infectologia Evandre Chagas na Fiocruz no periedo de 2000 a
2010.

Objetivo Secundario:

- Comparar os resultadoes do ELISA in house com o cultivo parasitolégico, a histopatologia, o exame direto
(Imprint) e o PCR para Leishmania spp.

-Avaliar as respostas sorolégicas dos pacientes com LTA nas formas cutdnea, mucosa, mucosa-cutinea e
disseminada;- Avaliar a associacdo entre as caracteristicas clinicas das lesdes de LTA e a resposta
sorologica no ELISA in house;

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos Previsiveis: -Extravio de informac@es -Quebra de sigilo de dados confidenciais-Integridade fisica dos
prontudrios.

Para minimizar esses risces serdo adotadas as sequintes medidas:

- Serdo retiradas, para construgdo dos dados, somente informacdes que serdo necessarias para atender os
objetivos desta pesquisa clinica (tamanho de lesdo, extensio das lesfes, quantidade de les@es e formas
clinicas da doenca) e informacdes dos resultados dos testes laboratoriais do ELISA in house, cultivo in vitro,
exame direto/imprint, histopatologia e PCR para Leishmania spp.)

-A identificac3o dos pacientes sera realizada pelo nimere de prontuario e iniciais do nome.

-M3o serdo necessarias as informacdes pessoais (idade, endereco, telefone), somente as iniciais do
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neme do paciente.

- O acesso aos bancos de dados ja construides e ao sistema de prontuarios sera realizado somente pelo
aluno e pela orientadora principal, somente durante o periodo da montagem do banco de dados (por 2
meses), e somente serdo consultadas informacdes clinicas dos pacientes que interessam para responder ao
objetivo desta pesquisa.

-As planilhas geradas com os bancos de dados ndo serdo colocadas em rede, sendo compartilhadas
somente por e-mail institucional.

-0s pesquisadores envolvidos na confeccio de um novo banco de dados estardo treinados no sentido de
somente consultar as informacdes necessarias para cumprimento dos objetivos propostos neste projeto.
-Orientador e aluno assinaram termo de confidencialidade para utilizagdo de dados para esse projeto
denominado de Termo de Compromisso de Utilizacio dos Dados (TCUD);

- Sera garantida a guarda do sigilo das infermac@es clinicas de modo que para objetivos desta pesquisa ndo
serdo apresentadas como resultades informacdes individuais, somente informacgdes agregadas dos dados.
Beneficios:

01-Contribuir para maior especificidade e qualidade no diagnéstico da LTA ;02- Avaliacdo da acuracia e
desempenho do ELISA para diagndstico da LTAO3-Ampliar as opcdes diagnésticas para a LTA;04-Revisdo
de métodos diagnésticos j& recomendados, com avaliac3o da sua confiabilidade e validade para estabelecer
o diagnédstico diferencial da LTA para outras doencas;05- Contribuir para atualizagdo da literatura quanto a
capacidade do ELISA ser adotado como método diagnostico em qualquer fase da LTA, ou apenas na fase
grave da doenca utilizando uma amostragem ampla e longitudinal

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, de interesse no contexto epidemiolégico brasileiro.

Bem fundamentada, com metedolegia detalhada e definigdo clara dos riscos e beneficios resultantes da
pesquisa.

O INl/Fiocruz & coparticipante. Esse projeto ja foi aprovado pelo CEP da ENSP/Fiocruz com numero do
parecer consubstanciado em 6.073.906 EM 24/05/2023.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:

Adequados.
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Recomendagoes:
N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

N3o ha obice ético a aprovagdo do PROJETO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Gt

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Outros AgeuCQuintanilhaVianaMascimento_FR.p| 24/05/2023 |Cassius Schnell Aceito
23:42:42 | Palhano Silva
Qutros Formularioresppendparecert060844 pdf| 18/05/2023 |AGEU Aceito
10:05:20 |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Qutros FORMULARIO_TCUD_AGEU_QUINTA | 18/05/2023 |AGEU Aceito
MNILHA_VIANA_NASCIMENTO. pdf 10:02:38 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Projeto Detalhado / | Projete_Detalhado_Ageu_Quintanilha_V| 04/05/2023 |AGEU Aceito
Brochura iana_Mascimento.pdf 21:38:59 | QUINTANILHA
Investigador WIANA
NASCIMENTO
Outros formularioresppendparecer5903430 pdf | 04/05/2023 |AGEU Aceito
21:37:55 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Brochura Pesquisa | Brochura_Ageu_Quintanilha_Viana_Mas| 02/05/2023 |AGEU Aceito
cimento. pdf 19:12:27  |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Brochura Pesquisa |Brochura_Ageu_Quintanilha_Viana_Mas| 02/05/2023 |AGEU Aceito
cimento_MODIFICADO . pdf 19:11:10 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Qutros Requerimento_SECA_PRORROGACAQ| 22/04/2023 |AGEU Aceito
pdf 12:59:35 | QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Outros CARTA_DE_ANUENCIA_INSTITUICAO| 22/04/2023 |AGEU Aceito
_CO_PARTICIPANTE_INI.pdf 12:58:42 | QUINTANILHA
VIANA
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Outros CARTA_DE_ANUENCIA_INSTITUICAO| 22/04/2023 |NASCIMENTO Aceito
CO PARTICIPANTE INIpdf 12:68:42
Outros Formulario_de_Encaminhamento_Ageu | 24/01/2023 [AGEU Aceito
_Quintanilha_Viana_Nascimento.pdf 19:59:19  |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
Outros FORMULARIO_TCU_AGEU_QUINTANI[ 16/01/2023 |AGEU Aceito
LHA_VIANA_NASCIMENTO pdf 14:47:13  |QUINTANILHA
VIANA
NASCIMENTO
TCLE [ Termos de [INSENCAO_TCLE_AGEU_QUINTANIL | 18/01/2023 |AGEU Aceito
Assentimento / HA_VIANA_NASCIMENTO. pdf 14:46:37 | QUINTANILHA
Justificativa de VIANA
Auséncia NASCIMENTO
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagéo da CONEP:
Nao
RIO DE JANEIRO, 16 de Junho de 2023
Assinado por:
Sandra Wagner Cardoso
(Coordenador(a))
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