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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é causada por
protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e/ou mucosas. E uma
zoonose endémica, cujos numeros de casos na regiao Centro-Oeste sao
crescentes. No Estado de Goids, foram notificados 2798 casos de LTA, entre
os anos de 2007 e 2013. No presente trabalho a nossa proposta foi
Investigar as caracteristicas epidemioldgicas e moleculares da LTA de
pacientes atendidos no ambulatério de endemias do hospital Anuar Auad no
periodo de 2000 a 2006 e identificar as espécies de Leishmania spp.
Participaram do estudo 152 pacientes com LTA, 124 do Estado de Goias e
28 do Mato Grosso, com faixa etaria de 6 a 79 anos. Destes, 113 eram do
sexo masculino. Para o diagnostico foi realizada a avaliagdo clinico-
epidemiologica e laboratorial, tais como exame direto (ED), analise
histopatolégica  (AH), intradermorreacdo de  Montenegro (IRM),
imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA utilizando extrato total de L.
(Viannia) braziliensis. Foi feita a caracterizagdo das espécies de leishmanias
por reacao em cadeia da polimerase (PCR). A positividade do ED, AH, IRM,
IFI e ELISA foi de 70,6%, 80,9%, 68,9%, 44,2% e 73,0%, respectivamente.
Foram detectadas IgG especifica para L. (V.) braziliensis em 84,7% dos
pacientes com leishmaniose mucosa (LM), sendo significativamente
superiores as encontradas em pacientes com leishmaniose cutanea (LC),
que foi de 69,0% (p<0,05). A detecgao de IgG antes e apds o tratamento foi
feita utilizando ELISA e foi observado que apenas nas amostras dos
pacientes com LC obtiveram uma diferenca estatistica significante apos 6 e
18 meses de tratamento. Os dados do acompanhamento sorolégico dos
pacientes com LTA antes e apds o tratamento indicam que os niveis de IgG
total tendem a diminuir apds 6 meses de tratamento. A PCR foi realizada em
69 amostras obtidas a partir de raspado das bordas das les6es de pacientes
com LTA. Destes, 62 (89,8%) foram positivas, sendo 53 de pacientes com

LC e nove de pacientes com LM. As amostras foram caracterizadas por PCR
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como Leishmania (V.) braziliensis (93,5%) e L. (L.) amazonensis (6,5%).
Verificou-se que 25,8% dos casos de LTA no Estado de Goias ocorreram em
Campestre, Goiania, Aparecida de Goiania e Niquelandia. Ao analisar a
frequéncia de casos de LTA ao longo dos meses durante os anos
analisados, observou-se que houve uma distribuicdo de LTA em todas as
estagcdes do ano, com um maior numero de casos no inverno. A PCR
representa uma importante e poderosa ferramenta no diagnéstico e na
identificacdo das espécies de LTA em areas endémicas. O controle da LTA

em areas endémicas é dificil e requer uma ideia exata de sua epidemiologia.
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ABSTRACT

Protozoa of the genus Leishmania, which affects the skin and/or mucous
membranes, cause American Cutaneous Leishmaniasis (ACL). It is an
endemic zoonosis whose numbers of cases in the Brazil Midwest region are
growing. In the Goias state, 2798 ACL cases were been reported between
2007 and 2013. In the present study, our proposal was to investigate the
epidemiological and molecular characteristics of ACL patients attended at the
ambulatory of the Hospital Anuar Auad in the period 2000 at 2006 and
identify the species of Leishmania sp. The study included 152 patients with
ACL, 124 were from of the state of Goias and 28 at Mato Grosso, aged
between 6-79 years, and center and thirteen these individuals were male. For
diagnosis, clinical, epidemiological and laboratory data were collected, such
as direct examination (ED), histopathology (AH), Montenegro skin test
(MST), indirect immunofluorescence (lIF). ELISA using crude extract of L.
(Viannia) braziliensis was performing. Characterization of Leishmania
species was carried out by polymerase chain reaction (PCR). The positivity
of ED, AH, MST, IIF and ELISA was 70.6%, 80.9%, 68.9%, 44.2% and
73.0%, respectively. Specific IgG to L. (V.) braziliensis were detecting in
84.7% of patients with mucosal leishmaniasis (ML), significantly higher than
those found in patients with cutaneous leishmaniasis (CL), which was 69.0%
(p < 0.05). Detection of IgG before and after treatment was performed using
ELISA and was observed a statistically significant difference only in samples
obtained from patients with CL after 6 and 18 months of treatment. The data
serological monitoring of patients with ACL before and after treatment
indicates that the total IgG levels tend to decrease after 6 months of
treatment. PCR was performed on 69 samples obtained from scraping the
edge of lesions of patients with ATL, these, 62 (89.8%) were positive, 53
patients with LC and 9 patients with ML. The samples were characterized by
PCR as L. (V.) braziliensis (93.5%) and L. (L.) amazonensis (6.5%). It was

found that 25.8% of cases of leishmaniasis in the state of Goias occurred in
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Campestre, Goiania, Aparecida de Goiania and Niquelandia. By analyzing
the frequency of cases of ATL over the months during the years analyzed, it
was observed that there was a distribution of ACL in all seasons from 2000 to
2006, with a larger number of cases in winter. PCR represents important and
powerful tool in the diagnosis and species identification in ACL in endemic
areas. ACL controlling in endemic areas is difficult and requires an accurate

idea of its epidemiology.
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1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

As leishmanioses compreendem um grupo de doengas que apresentam
caracteristicas clinicas, histopatolégicas e imunoldgicas distintas, causada por
um protozoario intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), principalmente macrofagos. Este é taxondmicamente
classificado na ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (ROSS, 1903), dividido nos subgéneros Leishmania e Viannia.
Apresenta duas formas durante seu ciclo vital: amastigota (esférica, sem flagelo
visivel e € uma forma intracelular de células de hospedeiros vertebrados) e
promastigota (longa, flagelada e que se desenvolve no tubo digestivo de
hospedeiros invertebrados, os flebotomineos, bem como em meio de cultura)
(REY, 2001; NEVES, 2011).

A leishmaniose € uma zoonose primariamente de animais silvestres,
sobretudo roedores, transmitida por flebotomineos de florestas tropicais, do
género Lutzomya (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) (ARAGAO, 1922)
(Cerqueira, 1920). Seres humanos tém uma suscetibilidade variada a doenca,
embora nado fagam parte da cadeia de transmissdo habitual (LIEW &
O’'DONNELL, 1993; HERWALDT, 1999). Durante o repasto sanguineo, a fémea
do flebotomineo infectado, introduz a forma promastigota metaciclica no
hospedeiro vertebrado, e esta € fagocitada por células do sistema fagocitico
monocitario, principalmente macréfagos, transformando-se em formas
amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Posteriormente, se um
flebotomineo nao infectado alimentar-se do sangue ou linfa intersticial de um
hospedeiro infectado, ele ingere formas amastigotas que irdo se transformar em
formas promastigotas no intestino do flebotomineo, que posteriormente irdo
migrar para a proboscide apds se diferenciar em formas promastigotas

metaciclicas, que serao inoculadas no hospedeiro vertebrado em um préoximo



repasto sanguineo, completando o ciclo heteroxénico (REY, 2001; NEVES,
2011) (Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico do ciclo de desenvolvimento de parasitos do
género Leishmania. Fonte: www.dpd.cdc.gov/dpdx

No Brasil sdo reconhecidas pelo menos seis espécies de Leishmania
causadoras da LTA no homem, principalmente a Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis e, mais
raramente, a L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi (GRIMALDI & TESH,
1993; PASSOS et al.,, 1999). Estas espécies sao morfologicamente similares,
apresentando particularidades relativas as manifestagdes clinicas (Tabela 1),
vetores, reservatorios, distribuicdo geografica e até mesmo a resposta
terapéutica (GRIMALDI & TESH, 1993).



Tabela 1. Principais espécies causadoras de LTA no Brasil.

Subgénero Espécie Manifestacao Clinica
Viannia Leishmania (V.) braziliensis Lesdes cutaneas e mucosas
(LAINSON & (Vianna, 1911)
SHAW, 1972)
L. (V.) guyanensis (FLOCH, Predominantemente lesées
1954) cutaneas
L. (V.) lainsoni (SILVEIRA et Rara ocorréncia, provocando
al., 1987) lesdes cutaneas
L. (V.) naiffi (LAINSON; Rara ocorréncia, provocando
SHAW, 1989) lesdes cutaneas
L. (V.) shawi (SHAW et al.,  Rara ocorréncia, provocando
1991) lesdes cutaneas
Leishmania L. (L.) amazonensis (SHAW Lesdes cutaneas e,
(LAINSON & & LAINSON, 1972) eventualmente, cutaneo-
SHAW, 1987) difusas

A LTA pode apresentar varias formas clinicas (WHO, 2013), de acordo

com a espécie de Leishmania envolvida, é classificada em (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; SILVEIRA et al., 2009; GOTO & LINDOSO, 2010):

leishmaniose cutanea localizada (LC), é a forma mais comum, apresenta
ulceragdes na pele que sao localizadas e geralmente Unicas, e podem
evoluir para cura espontanea, deixando cicatrizes atroficas com superficie
lisa. A Ulcera tipica apresenta formato ovalado ou arredondado, com base
eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme e bordas elevadas, medindo

de alguns milimetros a alguns centimetros.

leishmaniose cutanea disseminada (LCD), € caracterizada por inumeras
lesdes papulares e de aparéncia acneiformes distribuidas por varias

regides do corpo, que posteriormente podem ulcerar.

leishmaniose difusa (LD), € uma forma clinica rara, porém grave, que
ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta
imune celular & antigenos de Leishmania. E caracterizada por proliferacdo
exacerbada do parasito, com lesbes multiplas, difusas por toda a pele,

que se apresentam em forma de nodulos.



* leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose mucosa (LM) tém como
principal agente etiolégico a L. (V.) braziliensis (AMATO et al., 2009). Na
maioria das vezes elas s&o secundarias as lesbes cutaneas. Sao
caracterizadas por destruicdo do tecido, envolvendo mucosas e
cartilagens. Estas lesdes surgem lentamente (LESSA et al., 2007). Na

LMC também aparecem lesdes na pele.

Estas variacbes nas manifestacdes clinicas sdo consequéncias também
de uma complexa resposta imunoldgica do hospedeiro e de suas caracteristicas
genéticas. Assim, a doenga passa a ter um amplo espectro de variagao clinica,
com prognéstico variavel, indo desde formas que evoluem para cura
espontanea, a formas resistentes a terapéutica convencional (SILVEIRA et al.,
2009; BENICIO et al., 2011). Cerca de 90% dos casos de LTA (cutanea e
mucocutanea) no Brasil sdo causadas por L. (V.) braziliensis e esta é a espécie
que desenvolve as lesbes mais graves e esta frequentemente associada a
invasao de mucosas (AMATO et al., 2009).

1.2. Epidemiologia da LTA

A LTA é uma doenga endémica em 88 paises, principalmente na América
Latina, Africa, Asia Sul e Central, Oriente Médio e Mediterraneo. De 70 a 75% da
incidéncia global dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Ir3,
Afeganistao, Siria, Argélia, Etiépia, Sudao, Colémbia, Costa Rica, Brasil e Peru
(Figura 2) (WHO, 2013).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da leishmaniose cutanea. Fonte: Working to
overcome the global impact of neglected tropical diseases: first WHO report on
neglected tropical diseases, 2010. Disponivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global leishmaniasis_cutane
ous_2009.png. Acessado em 12 de dezembro de 2013.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que a prevaléncia
mundial da doencga seja de 12 milhdes de casos, com uma mortalidade anual de
60.000 casos. Por muitos anos, o impacto da leishmaniose na saude publica tem
sido subestimado, pois se acredita que anualmente surgem 0,7 a 1.2 milhdo de

casos, sendo que apenas 600.000 sao notificados (WHO, 2013).

No Brasil de 2005 a 2012 foram registrados 180.270 casos de LTA com
média anual de 22.534 novos casos (WHO, 2013). Os maiores percentuais de

casos no pais ocorrem nas regides Norte e Nordeste, seguidos das regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Figura 3) (SINAN/SVS/MS, 2010).
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Figura 3. Casos de LTA e percentual, segundo regido de residéncia. Brasil,
2000 a 2008. Fonte: Sinam/SVS/MS

O estado de Mato Grosso, em 2009, registrou o maior niumero de casos
de LTA do Brasil, com 3900 casos confirmados distribuidos em 95% dos
municipios. O sexo masculino representou 82,6% dos casos e 94,8% ocorreram
em maiores de 10 anos (SVS/MS/MT, 2011).

O estado de Mato Grosso do Sul, em 2009, notificou 105 casos de LTA,
37,2% dos casos ocorreram nos municipios de Campo Grande, Navirai, Pedro
Gomes e Sonora. O sexo masculino representou 81,9% dos casos e 91,4%
ocorreram em maiores de 10 anos (SVS/MS/MS, 2011).

No estado de Goias, o numero de casos de LTA confirmados notificados
em 2007 foram 377, em 2008 foram 408, em 2009 foram 519, em 2010 foram
631, em 2011 foram 344, em 2012 foram 368 e em 2013 foram 151
(SINAN/SVS/MS, 2014) Os municipios com maiores numeros de casos foram:
Niquelandia, Minagu, Goiania, Mineiros, Baliza, Doverlandia, Sao Miguel do
Araguaia, Rio Verde, Sdo Domingos, Caiap0nia, Uruagu, Aparecida de Goiania,
Jatai e Porangatu. O sexo masculino representou 70,9% dos casos e 95,7%
ocorreram em maiores de 10 anos (SVS/MS/GO, 2011).



1.3. Aresposta imune na LTA:

Para um melhor entendimento de infeccdes humanas e mecanismos
imunoldgicos de resisténcia aos parasitos intracelulares como Leishmania, tém
sido utilizados modelos de infecgdes experimentais com diferentes linhagens de
camundongos. Em experimentos com camundongos isogénicos das linhagens
BALB/c e C57BL/6 com Leishmania major verifica-se uma diferenga na evolugao
clinica da doenga. Camundongos C57BL/6 apresentam resisténcia a infecgéo,
sendo capazes de controla-la. Enquanto que camundongos BALB/c sé&o
susceptiveis a infeccéo, apresentando a doenga de forma progressiva (SCOTT,
1989; SCOTT & SCHARTON, 1994). A resisténcia a infecgdo por leishmania
esta associada ao desenvolvimento de uma resposta do tipo linfécito T auxiliar 1
(TH1), com a produgao de interferon gama (IFN-y) induzida por interleucina 12
(IL-12), enquanto que a susceptibilidade é decorrente de uma resposta do tipo
linfécito T auxiliar 2 (TH2), com elevada producéao de Interleucina 4, 10 (IL-4, IL-
10) (HEINZEL et al., 1989; SCOTT, 1989; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002) e
interleucina 13 (IL-13) (MATTHEWS et al., 2000).

Em humanos, sabe-se que para o controle da infecgao € necessario uma
alta producédo de IFN-y para ativar macréfagos, para que ocorra a morte do
parasito intracelular devido a liberagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO), diminuindo assim a carga parasitaria (GREEN et al., 1990;
LIEW et al.,, 1990). Recentemente, foi evidenciado que as primeiras células
fagociticas a chegarem no local da infecgao sao os neutréfilos, que atuam como
“Cavalo de Trdéia”, ou seja, os neutrdfilos infectados sao fagocitados por
macréfagos (LASKAY et al. 2008; PETERS et al., 2008). Quando a lesao esta
ativa, ocorre uma exacerbacao da resposta imune com a producio simultidnea
de IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF-a) (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998),
podendo levar a lesdo tecidual. Neste momento, os linfocitos T regulatérios
(Treg) modulam esta resposta imune através da produgdo de IL-10 e fator
transformador de crescimento beta (TGF-f) (BELKAID, 2003). A ativagao de
linfécitos TH2 leva ao agravamento da lesdao devido a produgao de IL-4, IL-5 e
IL-10, sendo associado a replicacdo exacerbada do parasito (PIRMEZ et al.,
1993). Assim, apesar da imunopatogénese da LM e LMC ser complexa e

parcialmente desconhecida, observa-se uma diminuicdo dos niveis de IL-10 e



TGF-p, e uma exacerbagado de producao de IFN-y e TNF-a, sugerindo uma
discreta presenga de Treg, ocorrendo destruigao tecidual, envolvendo mucosas
e cartilagens (BACELLAR et al., 2002; SILVEIRA et al., 2009; DUTRA et al.,
2011).

A infeccdo por Leishmania em humanos € caracterizada pelo
aparecimento de anticorpos anti-Leishmania no soro. Estes ndo sdo importantes
no controle do parasito, mas ha evidéncias de que podem ser utilizados como
biomarcadores da doenca, auxiliando nos critérios de cura e acompanhamento
da infeccdo no paciente (SHARMA & SINGH, 2009; FAGUNDES-SILVA et al.,
2012). Na detecgao de subclasses de IgG anti-Leishmania, a 1gG1 foi capaz de
diferenciar individuos saudaveis de areas endémicas de individuos com lesao
ativa ou passada de LTA. Enquanto que a IgG3 foi util para discriminar pacientes
de lesdo ativa de pacientes sem histéria prévia de LTA ou com lesdo curada
(CASTELLANO et al., 2009; FAGUNDES-SILVA et al., 2012).

1.4. Diagnéstico:

O diagndstico da LTA abrange aspectos epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais e frequentemente a associagdo de alguns desses elementos é

necessaria para se chegar a uma conclusao final.

O diagndstico clinico da LTA pode ser realizado com base nas
caracteristicas da lesdo associadas a anamnese do paciente. Entretanto, como
esta doenca produz um amplo espectro de lesdes, o diagndstico clinico nem
sempre € simples e imediato (SARAVIA et al., 1989; GONTIJO & DE
CARVALHO, 2003).

No diagndstico epidemiolégico, investiga-se a procedéncia de areas
endémicas, atividade ocupacional e lazer em areas de vegetagao primaria,
margens de rios ou desmatamento e a ocupagao de areas de matas secundarias
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Nas lesdes mucosas, devem ser também
considerados a ocorréncia de tratamento anterior para LTA, preexisténcia de

lesdes cutaneas ou cicatrizes compativeis (MARZOCHI, 1992).

No diagnéstico laboratorial pode se utilizar métodos parasitolégicos e



imunoldgicos. Nos métodos parasitologicos ocorre a demonstragéo do parasito,
que pode ser conseguida através de pesquisa direta e indireta. O exame direto é
a pesquisa de formas amastigotas em material obtido da borda da lesdo por
escarificacao, aspiragao ou bidpsia, corado por Giemsa ou Leishman, utilizando
0 microscépio. E o método de primeira escolha por ser mais rapido, de menor
custo e de facil execugado (FURTADO, 1980; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003).
A probabilidade de encontro do parasito é inversamente proporcional ao tempo
de evolugdo da lesao cutanea, sendo rara apés um ano (MARZOCHI, 1992).
Nos casos de infecgao por L. (V.) braziliensis a probabilidade esta em torno de
100% nos dois primeiros meses de evolugao, 75% aos seis meses e 20% acima
dos 12 meses (GONTIJO & DE CARVALHO, 2003). O exame indireto consiste
no isolamento do parasito por meio do cultivo in vitro entre 24°C e 26°C
(WALTON et al., 1977; SHAW & LAINSON, 1981) ou inoculagdo em animais de
laboratério do material coletado da lesdo, preferencialmente nas patas
posteriores, focinho e peritbneo de camundongos (OLIVEIRA et al., 2010). Os
métodos parasitolégicos permitem a identificacdo do parasito, entretanto podem
apresentar problemas, como a demora em se obter os resultados, a
possibilidade de contaminacdo da cultura e dificuldades no crescimento do
parasito (WEIGLE et al., 1987; GONTIJO & DE CARVALHO, 2003; SINGH,
2006; OLIVEIRA et al., 2010).

O exame histopatologico geralmente é utilizado no diagnéstico diferencial
de processos ulcerativos indefinidos, ja que o diagnéstico de certeza s6 é dado
com a identificagdo do parasito nos tecidos. Através de alteracbes dérmicas ou
de cérion de mucosa, foi possivel identificar cinco padrdes histopatoldgicos:
reacdo exsudativa celular, reagcdo exsudativa celular e necrética, reagao
exsudativa e necrética-granulomatosa, reagdo exsudativa e granulomatosa e
reacdo exsudativa e tuberculdide (DE MAGALHAES et al., 1986; GONTIJO &
DE CARVALHO, 2003). A avalicdo por imunohistoquimica é importante para
confirmar o diagnéstico quando o exame histopatolégico apresenta inflamagéao
cronica inespecifica e/ou reagao granulomatosa com poucos parasitos, ja que
esta técnica apresenta uma melhor visualizagao das formas amastigotas através
da reacgao antigeno-anticorpo (AMATO et al., 1998; SHIRIAN et al., 2014).



Os exames imunolégicos sao indicadores indiretos da infecgdo por
Leishmania. Dentre estes testes, a intradermorreacao de Montenegro (IRM) e os
testes sorolégicos sdo os mais utilizados (VIDIGAL et al., 2008). A IRM
fundamenta-se na visualizacdo da resposta de hipersensibilidade celular tardia.
A técnica consiste na inoculagdo do antigeno na face flexora do antebrago. A
leitura é realizada de 48 ou 72 horas ap6s a inoculagao. A reagao é considerada
positiva quando detecta-se enduragdo igual ou superior a 5 mm
(MONTENEGRO, 1926). Geralmente o individuo se torna reator em torno de 4
meses apos o inicio da lesao cutanea e persiste positiva apds o tratamento, ou
cicatrizagdo da lesao cutanea tratada ou curada espontaneamente (GONTIJO &
DE CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Os testes soroldgicos, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
Imunofluorescéncia indireta (IFI), tém sido empregados, com consideravel
importancia, no diagndstico e em inquéritos epidemioldgicos. A analise de
anticorpos anti-Leishmania permite avaliar a evolugdo da doenca, bem como
fornecer dados sobre as caracteristicas de sua resposta imune. Variados perfis e
niveis de imunoglobulinas especificas a Leishmania tém sido detectados em
paciente com LTA, refletindo ndo sé a carga parasitaria, mas também o tempo
de infecgdo e fatores intrinsecos do préprio hospedeiro (GUTIERREZ et al.,
1991).

Dentre os métodos soroldgicos, a reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(IF1), que detecta anticorpos especificos circulantes, € a mais utilizada, sendo
recomendada pelo Ministério da Saude, desde que associada a IRM e/ou testes
parasitologicos, ja que ocorre reagao cruzada com outras doengas como doencga
de Chagas e Leishmaniose Visceral (LV) (BRITO et al., 2000). Além disso, a IFI
apresenta resultados variaveis na LTA, nao tendo correlacdo entre os niveis de
anticorpos circulantes e o estagio da doenga (REIS et al., 2008). Sua
sensibilidade é em torno de 50% a 70% ( MENDONCA et al., 1988; BRITO et al.,
2000). A IFI tem baixa sensibilidade comparada ao ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e é dificil de realizagdo em grande escala, ja que € uma técnica manual,
que depende de profissionais treinados para sua realizacdo (EDRISSIAN &
DARABIAN, 1979; MANCIANTI et al., 1995). A técnica de ELISA ainda nao esta
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disponivel comercialmente, e 0 seu uso é restrito a pesquisa, podendo ser usada
em grande escala, j4 que é uma técnica com possibilidade de automacéao
(FERREIRA et al., 2006; VIDIGAL et al., 2008). A citometria de fluxo vem sendo
utilizada como um método para detectar anticorpos anti—L. (V.) braziliensis vivas
(ROCHA et al., 2006) e anticorpos anti-L. (V.) braziliensis fixadas (PISSINATE et
al., 2008) com alta sensibilidade e especificidade. Apresentou um diagnéstico
diferencial entre LTA e outras doengas dermatolégicas, como lepra e
esporotricose (PISSINATE et al.,, 2008; PEREIRA et al., 2012), e em caes foi
utilizada para distinguir o perfil soroldégico de caes infectados por L. chagasi de
caes vacinados com a vacina Leishmune® através da detecgao de classes e
subclasses de IgG (DE ANDRADE et al., 2007).

Nos ultimos anos, técnicas moleculares vém sendo utilizadas para a
deteccédo e identificacdo de Leishmania (MARQUES et al., 2001; DISCH et al.,
2005) e se tornaram importantes ferramentas no diagndstico da leishmaniose, ja
que apresentam uma alta sensibilidade, como por exemplo, a amplificacdo de
sequéncias especificas de DNA extra-nuclear presentes no cinetoplasto (k-DNA)
do parasito (VOLPINI et al., 2004; GOMES et al., 2008; MARCUSSI et al., 2008).
Outra vantagem das técnicas de diagndstico molecular é a possibilidade de
aplicacdo mesmo quando dispomos de pequenas amostras de material ou
amostras estocadas. A PCR se da em trés fases: desnaturacido, anelamento ou
hibridizacdo e extensao ou polimerizacdo. Na desnaturacio, ocorre a separacao
da fita dupla do DNA em duas fitas unicas, promovida por elevagao da
temperatura em graus variaveis, entre 90 e 95 graus. Na segunda fase,
anelamento, ocorre a demarcacao das extremidades do DNA de interesse, nas
duas fitas resultantes da fase anterior, utilizando um pequeno fragmento de DNA
chamado iniciador, que é sintetizado in vitro a partir de uma sequéncia de
oligonucleotideos previamente conhecida. Na polimerizagdo, a Taq DNA
polimerase liga os nucleotideos entre si, completando a fita simples, e
transformando-a em dupla, promovendo sua extensao. A partir dai ocorre uma
reacao em cadeia, sendo que os fragmentos de DNA recém-formados fornecem
mais moldes para a montagem de novas fitas nos ciclos subsequentes
(BLACKWELL, 1992). Atualmente este procedimento é totalmente automatizado.

Utiliza-se o termociclador, programado para ajustar tempo, temperatura e o
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numero de ciclos especificos para o objetivo que se pretende alcangar. O
produto amplificado obtido pela reacdo pode ser analisado por eletroforese em
gel de agarose ou poliacrilamida. Porém, resultados falso-negativos podem
ocorrer na presenca de substancias inibidoras de amplificacdo na amostra e
dificuldades na extragcdo. E o que limita o seu uso na rotina sdo as exigéncias
técnicas e o custo (GONTIJO & DE CARVALHO, 2003; REIS et al., 2008).

1.5. Tratamento

Os antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina e o
stibogluconato de sédio) sédo indicados para o tratamento de todos os tipos de
manifestagdes clinicas de leishmaniose, embora as formas LMC e LM exijam
maior cuidado, por apresentarem resposta mais lenta e maior possibilidade de
recidivas. A Organizacdo Mundial da Saude recomenda que a dose desse
antimonial seja calculada em mg/Kg/dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
Podem ocorrer um ou mais efeitos colaterais, tais como artralgias, mialgia,
inapeténcia, nauseas e outros. Nao havendo resposta satisfatoria com o
tratamento pelos antimoniais pentavalentes, ja que recentemente tém-se
reportado resisténcia a droga de 1% escolha, recorre-se as drogas de segunda
escolha, como a Anfotericina B e o Isotionato de Pentamidina, que sdo mais
téxicas (TUON et al.,, 2008; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010). As drogas
utilizadas apresentam um custo elevado, requerem um regime de tratamento
longo e estao se tornando menos efetivas. Considerando a LTA um problema de
saude publica, novas estratégias de controle e/ou combate da doenga devem e
estdo sendo investigadas (AMEEN, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A LTA é uma zoonose de crescente distribuicio no Brasil, com
caracteristicas epidemioldgicas complexas, considerando ndo apenas as formas
clinicas, diagnéstico e tratamento, mas também o controle, sendo uma doenca
endémica no pais, com numero de casos crescentes na regidao Centro-Oeste e
de grande importdncia para a saude publica. Sem o estabelecimento de
parametros epidemioldgicos e caracterizagao de espécies a doenga continuara
negligenciada, permanecendo sem intervencao e deixando mais vulneraveis a
emergéncia continua de surtos na regido e estados vizinhos. A caracterizagao
do perfil epidemiolégico da doencga e das espécies de parasitos envolvidas sédo

essenciais para que possam ser propostas novas estratégias de controle.

A caracterizacdo das espécies em pacientes com LTA é primordial no
estabelecimento do conhecimento sobre o complexo ciclo de transmissao da
regiao, bem como para a elaboragcdo de progndsticos precisos e terapia
adequada, evitando o aparecimento de novas lesdes e a progressao da doenga,
ja que espécies diferentes de Leishmania apresentam resposta imune e
manifestagdes clinicas variaveis (GOTO & LINDOSO, 2010; BACHA et al.,
2011). Assim, se justifica um estudo que tem como principal objetivo determinar
o perfil epidemiolégico atual da LTA na regido Centro-Oeste, e especificamente
no estado de Goias, os fatores de risco, a prevaléncia e a distribuicao geografica
das espécies. Este estudo pretende contribuir com informagdes que poderao
auxiliar em um melhor entendimento da imunopatogenia e da imunopatologia da
LTA e contribuir para o conhecimento e caracterizacao da doencga no pais a fim

de direcionar as intervencdes que possam ser feitas.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais:

Investigar as caracteristicas clinicas, epidemiolédgicas, laboratoriais e
moleculares da LTA de pacientes atendidos no ambulatério de endemias do
Hospital Anuar Auad, no periodo de 2000 a 2006.

3.2. Objetivos especificos:

. Avaliar os aspectos clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com
LTA;

. Analisar os pacientes de acordo com o sexo, a idade, manifestacao
clinica, local de infeccédo, tempo de doenca e resposta clinica antes e apds o

tratamento;

. Detectar o reconhecimento do extrato total de L. (V.) braziliensis
por anticorpos de pacientes com diferentes formas clinicas de LTA utilizando
ELISA;

o Associar os dados clinicos com os resultados laboratoriais;

. Comparar a sensibilidade dos testes laboratoriais utilizados para o

diagnodstico da LTA;

. Caracterizar as espécies de Leishmania em amostras bioldgicas
dos pacientes atendidos no ambulatério de endemias do HDT no periodo de
2000 a 2006.
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4 METODOS

4.1. Local de estudo:

Este estudo foi realizado no laboratério de Imunobiologia das
Leishmanioses do Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e
Patologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias (IPTSP — UFG).

4.2. Amostragem:

Os dados utilizados para este estudo descritivo foram restritos a amostras
de pacientes atendidos no ambulatério de Endemias do HDT/Hospital Anuar
Auad, Centro de referéncia de leishmanioses no Estado de Goias, no periodo de
2000 a 2006, sob a coordenacgao da infectologista Dra. Ledice | A Pereira. As
amostras dos controles sadios foram obtidas do Banco de Sangue do Instituto
Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH). O presente projeto € associado
ao “Banco imunobiolégico de leishmanioses da regido Centro-Oeste (Leishbank)
e projetos associados”, cujos protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa Humana e Animal do Hospital das Clinicas (HC — UFG), Proc. N°
125/2004 (ANEXO 1). Os pacientes leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido antes de doarem o sangue (ANEXO 2).
Foram incluidos pacientes diagnosticados com LTA, apds a realizagao de exame
clinico e epidemiolégico, exames laboratoriais tais como intradermorreagao de
Montenegro (IRM), reagao de imunofluorescéncia indireta (IFI), histopatolégico
com deteccdo de amastigotas confirmadas por imunohistoquimica e
considerando LTA nos pacientes que apresentavam pelo menos dois destes

exames positivos.

Foram utilizadas 152 amostras de pacientes com LTA, estocadas na
soroteca do Leishbank. Em 87 destes foi realizada a pesquisa de anticorpos

antes e apods o tratamento. Assim, foram utilizados no presente estudo um total
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de 239 amostras.

4.3. Preparagao do extrato antigénico de L. (V.) braziliensis para execug¢ao
dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA):

Os parasitos utilizados nos experimentos, L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), foram cultivados in vitro em meio Grace completo
(Grace’s Insect Medium, Sigma Chemical Co., St Louis, MD, EUA), pH 5,8,
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cripion, Andradina, SP,
Brasil) inativado, 2 mM de L- glutamina (Sigma), 100 U/mL de penicilina (Sigma)
e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma). As culturas foram mantidas em estufa
apropriada a 26°C e o repique dos parasitos foi feito periodicamente. Na fase
exponencial, foram lavados trés vezes e ressuspensos em 1 mL de PBS (salina
tamponada com fosfato). Os parasitos foram contados em camara de Neubauer,
ajustados para uma concentragao de 5x10° parasitos/mL e armazenados a -
80°C (nitrogénio liquido). Para a sensibilizagdo das placas de ELISA (“high
binding surface” — “flat bottom”, Costar) os parasitos eram entdo descongelados
e submetidos a cinco séries consecutivas de congelamento em nitrogénio liquido
e descongelamento em banho Maria a 37°C para romper os parasitos e liberar
as proteinas antigénicas. Para evitar degradagdes proteoliticas durante a
preparagao e a utilizagdo do antigeno, foi utilizado um coquetel de inibidores de
proteases na quantidade de 10 uL/mL (SIGMA).

4.4. Avaliagao do reconhecimento do extrato total de L. (V.) braziliensis por
anticorpos de pacientes com LTA: Pesquisa de IgG total por ELISA.

Para a detecg¢ao dos niveis séricos de imunoglobulinas G especificas para
extrato total de L. (V.) braziliensis, placas de ELISA (“high binding surface” — “flat
bottom”, Costar) foram sensibilizadas com 50 uL da solugéo de extrato total de L
(V.) braziliensis (5x10° parasitos/pogo) em tampado carbonato-bicarbonato de
sodio 0,06 M. Apds incubacado de 16 horas a 4°C, as placas foram bloqueadas
com PBS e soro fetal bovino (SFB) a 2,5% (PBS/SFB); em seguida foram
adicionados os soros dos pacientes com diferentes formas clinicas de LTA (N=
239) diluidos a 1/50 em PBS-SFB 1%. Apos incubagdo de 1 hora a 37°C, as
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placas foram lavadas com PBS-T20 0,05%. Em seguida foi adicionado
conjugado anti-lgG total humana marcado com peroxidase (Bio-Rad) diluido em
PBS-SFB 1% (1/2000) e apds incubacgédo de 1 h a 37°C as placas foram lavadas
com PBS-T20. A reagao foi revelada com solugao cromogénica (OPD e H,0;) e
interrompida com H>SO4 2 N. A leitura foi realizada em leitora de ELISA, a 492
nm (SALAY et al., 2007).

4.5. Identificagao do parasito através da reagcao em cadeia da polimerase
(PCR)

4.5.1. Extracao de DNA

Para a extragdo do DNA das amostras das laminas obtidas de raspado
das bordas das lesbes de pacientes com LTA atendidos no HDT/GO,
inicialmente foi adicionado 50 uL de agua milliQ autoclavada sobre a lamina com
a amostra do paciente e em seguida o material foi aspirado e colocado em tubo
de 2 mL e foi utilizado o Purelink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) para

extracdo do DNA, de acordo com as orientagdes do fabricante.

4.5.2. Reagao em cadeia da polimerase (PCR-RFLP)

Para a amplificar o DNA extraido, utilizou-se dois oligonucleotideos,
complementares, usados como iniciadores, para a deteccdo do parasito. A
reacao foi realizada utilizando 2 uL de cada iniciador 150 (10 mM): 5
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3" e 152 (10 mM): 5° (C/G)(C/G)(C/G)-
(A/IT)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC 3° (PASSOS et al., 1999), juntamente com
0,4 uL de dUTP (200 mM), 1,2 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl2) 50 mM, 2 uL
de tampao da PCR e 0,16 uL Tag DNA polimerase (Invitrogen Recombinant
Brazilian®) (VOLPINI et al., 2004) e 2 uL de DNA da amostra.

Em cada reagao da PCR, além das amostras era amplificado também um

controle negativo, que continha a mesma mistura da reacdo, menos o DNA e
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dois controles positivos no qual, DNA de promastigotas de L. (V.) brazilensis e

de L. (L.) amazonensis.

A reagao foi realizada em termociclador automatico (Eppendorf —

Mastercycler personal) com os seguintes ciclos térmicos:

Tabela 2. Ciclo térmico da PCR

TEMPERATURA TEMPO N° CICLOS
94°C 5 minutos (desnaturacgao inicial) 1
94°C 45 segundos (desnaturacgao intermediaria) 35
59°C 45 segundos (anelamento) 35
72°C 30 segundos (extensao intermediaria) 35
72°C 7 minutos (extensao final) 1
4°C Fim da reacao

4.5.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos amplificados da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 8%, com voltagem de 50 V por 20 minutos e 100 V por 70

minutos.

O gel foi preparado com 6 mL de sopa primitiva a 8% (ANEXO 3), 62,5 uL
de perssulfato de aménio a 10% e 6,25 uL de TEMED. O tamp&o de corrida
utilizado foi o TBE 1X (Tris/Borato/EDTA) (ANEXO 3). Em cada pogo do gel,
adicionou-se 5 ulL de cada produto da PCR.

Para a visualizagao da corrida, fez a impregnacao do gel de poliacrilamida
pelo nitrato de prata. Para isto, foi necessario deixar o gel por 10 minutos, sob
agitacado constante, em uma cuba com solugdo fixadora (15 mL de etanol P.A.,
750 uL de acido acético P.A. e agua milliQ quantidade suficiente para 150 mL).
Posteriormente, coloca-lo por 10 minutos, sob agitacdo constante, em solugao
de nitrato de prata 0,2%. E apds retirar o excesso com agua, acrescentou-se a
solugdo reveladora (45 mL de solugdo de hidroxido de sodio e 450 ulL de
formaldeido), deixando em agitagao constante até o aparecimento de bandas

nitidas.
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4.6. Analise estatistica

Os dados do ELISA estdo expressos em indice de Reatividade (IR), que
foi calculado pela formula IR = média dos valores da densidade o6ptica de cada
soro (em duplicata) /cut off, onde o cut off da placa foi estabelecido pela média
da densidade optica de 6 amostras negativas (em duplicata) mais dois desvios
padrées. Amostras iguais ou acima de 1,0 foram consideradas positivas. Os
resultados foram avaliados pelo teste pareado t de Student e teste ndo pareado
Mann Whitney, com a utilizagdo do programa Graph Pad Prism 5.0 Software. Os
dados foram compilados em planilhas no Microsoft® Office Excel® 2007, para as
analises de distribuicdo de frequéncias foi utilizado o Epi Info™ versdo 7.1.3. E a
associacao entre variaveis foi verificada por meio do teste Exato de Fisher ou
Qui-quadrado. Entre os métodos de diagndstico verificou-se o grau de
linearidade pela Correlacdo de Pearson. Foi considerado para todos os testes

um nivel de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Aspectos clinicos e epidemiolégicos da Leishmaniose Tegumentar
Americana da Regidao Centro-Oeste.

O estudo foi realizado com 152 amostras de pacientes com LTA
atendidos no ambulatério de endemias do Hospital Anuar Auad (HDT/GO) na
cidade de Goiania, estado de Goias entre 2000 e 2006. Destes, 113 (74,3%)
eram do género masculino e 39 (25,7%) feminino. A doenca acometeu as faixas
etarias de 6 a 79 anos, com uma média de 38,7 anos, uma mediana de 39 anos,
prevalecendo a faixa etéria entre 30 e 59 anos (54,6% dos casos) (IC95%= 46,3-
62,7). Nao foi observada uma associagao entre a faixa etaria e o sexo (p=0,570)
(Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo segundo o sexo e a faixa etaria dos pacientes com
LTA atendidos no ambulatério de endemias do Hospital Anuar Auad
(HDT/GO), Goiania, GO

;:aanl);z)eta”a Masculino ("/os)eoneminino (%) Total (%) C95%
6-14 3(2,7) 2(5,1) 5(3,3) 1,1-7,5
15-29 21 (18,6) 5(12,8) 26 (17,1) 11,5-24,0
30-59 63 (55,7) 20 (51,3) 83 (54,6) 46,3-62,7
60-79 5(4,4) 4 (10,3) 9(5,9) 2,7-10,9

ND 21 (18,6) 8 (20,5) 29 (19,1) 13,2-26,2
Total 113 (74,3) 39 (25,7) 152 (100)

ND= nao determinado. x2=2,93 (p=0,570)

De acordo com o relato dos pacientes, 124 (81,6%) adquiriram a infec¢ao no
estado de Goias e 28 (18,4%) no Mato Grosso (Tabela 4), destacando a regiao
centro, sul e noroeste goiano e nordeste mato-grossense, em que ocorreram um

maior numero de casos de acordo com a Figura 4. Dos pacientes com LTA
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analisados, 74,3% apresentavam leishmaniose cutédnea (LC) e 25,7%
leishmaniose mucosa (LM), prevalecendo a LC (IC95%= 66,6-81,1). Os estados
de Goias e Mato Grosso nao apresentaram diferenca estatistica significante em
relacdo as manifestagcdes clinicas (p=0,429) (Tabela 4). Os municipios onde
provavelmente ocorreram as infeccbes dos pacientes com LC e LM estdo
descritos na Tabela 5 e 6, respectivamente. Verificou-se que 25,8% dos casos
de LTA no estado de Goias ocorreram em Campestre, entorno de Goiania,
Aparecida de Goiania e Niquelandia (Tabela 5 e 6). Ao analisar a frequéncia dos
casos de LTA ao longo dos meses durante os anos analisados, observou-se que
houve uma distribuicdo de LTA em todas as estacbes do ano de 2000 a 2006,

com um maior numero de casos no inverno (Figura 5).

Tabela 4. Numero de casos conforme a manifestacido clinica e os estados da
regido Centro-Oeste onde ocorreram as infecgdes dos pacientes com LTA.

Regiao Centro-Oeste

Goias (%) Mato Grosso (%) Total (%) IC95%
LC 91 (73,4) 22 (78,5) 113 (74,3) 66,6-81,1
LM 33 (26,6) 6 (21,5) 39 (25,7) 18,9-33,4
Total 124 (81,6) 28 (18,4) 152 (100)

LC: leishmaniose cutanea; LM: leishmaniose mucosa
Teste Exato de Fisher (p=0,429)
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Figura 4. Distribuicao geografica de pacientes com LTA da regiao Centro-
Oeste. Limite de mesorregides estaduais:© Municipio com casos de
Leishmaniose cutédnea (LC);@® Municipio com casos de Leishmaniose mucosa
(LM); © Municipio com casos de Leishmaniose cuténea (LC) e Leishmaniose
mucosa(LM).
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Tabela 5. Numero de casos e municipios onde ocorreram as infeccdes
dos pacientes com leishmaniose cutanea atendidos no HDT/GO de 2000

a 2006.

Goias N Goias N
Acreuna 1 Orizona 1

Alexania 1 Palmeiras 2
Anapolis 1 Porangatu 1

Anicuns 1 Posselandia 1

Aparecida de Goiania 4 Santa Barbara 1

Aragoiania 1 Santa Helena 1

Araguapaz 2 Santo Anténio do Descoberto 1

Aruana 1 Sao Domingos 1

Caiapobnia 2 Sao Luis Montes Belos 1

Campestre 15 Sao Simao 1

Campinorte 1 Senador Canedo 1

Cidade de Goias 2 Silvania 4
Corumba 1 Trindade 1

Cristalina 1 Uruacu 1

Faina 2 Uruana 1

Goiania 7 Nao determinado 2
Guapd 2 Total 91
Itaja 1

Itapuranga 1 Mato Grosso N
ltumbiara 1 Barra do Garcas 1

Jandaia 1 Campinapolis 1

Joviania 1 Canabrava do Norte 1

Jussara 1 Cascalheira 2
Luziania 1 Cotriguagu 1

Mara Rosa 1 Jauru 1

Matrincha 1 Juruena 1

Mineiros 1 Queréncia 1

Montes Claros 1 Sao Félix do Araguaia 1

Montividiu 1 Vila Rica 5
Morrinhos 1 Nova Xavantina 1

Mozarlandia 2 Nao determinado 6
Niquelandia 2 Total 22
Nova Gléria 1
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Tabela 6. Numero de casos e municipios onde provavelmente ocorreram
as infeccoes dos pacientes com leishmaniose mucosa atendidos no

HDT/GO de 2000 a 2006.

Goias

Mato Grosso

Caldas Novas
Campinagu
Catalao
Chapadao do Sul
Cidade de Goias
Estrela do Norte
Formosa
Goianésia
Goiania

Guapo

Inhumas
Itapuranga
Jussara

Luiz Alves
Niquelandia
Pilar de Goias
Pires do Rio
Pilar de Goias
Rubiataba

Sao Miguel do Araguaia
Senador Canedo
Santa Rosa
Terezinha
Terezoépolis

Barra do Garcas
Cascalheira
Nova Xavantina
Nao determinado

[ O V= G S |\, R G U U O 6 IS U | [ G I U Qe I O U O U | e

W= a QalZ

Total

33 Total
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Figura 5. Distribuicao sazonal dos numeros de casos de LTA dos pacientes
atendidos no HDT/GO de 2000 a 2006.

O tempo de evolucao das lesbdes dos pacientes com LC variou de 15 dias
a 24 meses de lesdo, a mediana foi de trés meses, conforme é mostrado na
Tabela 7. Observa-se que 84,3% dos pacientes apresentavam a lesao até no
maximo seis meses apods a infeccdo. Nos pacientes com LM o tempo de
evolucao das lesdes variou de 2 meses a 20 anos, sendo a mediana de 3 anos.
De 30 pacientes com LM, dezoito (60%) apresentavam cicatrizes sugestivas de
LTA (Tabela 8).

Tabela 7. Distribuicdo segundo o tempo de evolugdo da lesao entre os
pacientes com leishmaniose cutanea atendidos no HDT/GO.

Tempo de evolucéo lesao* N (%) 1C95%

< 3 meses 35 (39,3) 29,1-50,3
3 a 6 meses 40 (45,0) 34,4-55,9
> 6 meses 14 (15,7) 8,9-25,0
Total 89 (100)

*Excluidos os pacientes com informagao nao determinada.
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Tabela 8. Distribuicdo segundo o tempo de evolucéo da lesédo e se apresentavam
cicatriz sugestiva de LTA entre os pacientes com leishmaniose mucosa.

Tempo de evolucéo lesao* N (%) 1C95% Cicatriz LTA 1C95%
<2 anos 12 (40) 22,7-59,4 9 (50,0) 26,0-74,0
2 a5 anos 9 (30) 14,7-49,4 4 (22,2) 6,4-47,6
> 5 anos 9 (30) 14,7-49,4 5 (27,8) 9,7-53,5
Total 30 (100) 18 (60,0)

*Excluidos os pacientes com informagao nao determinada.

A Tabela 9 apresenta a atividade que os pacientes com LTA exerciam no
momento da infecgdo. Segundo relato dos 152 pacientes, 12 (10,6%)
infectaram-se em atividades de lazer como pesca, caca ou acampamento, 80
(70,8%) durante o trabalho e 21 (18,6%) no domicilio ou peridomicilio. Dos 80
pacientes que adquiriram a infec¢do durante o trabalho, 55 (48,7%) tinham
profissao relacionada a area rural (lavrador, pecuarista, Movimento Sem Terra) e
25 (22,1%) a area urbana (motorista e operador de maquinas). Observou-se
uma diferenca estatistica significante ao relacionar as manifestagdes clinicas

com a atividade exercida no momento da infecgéo (p=0,007) (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo da atividade que os pacientes com LTA exerciam no
momento da infeccao.

Atividade* LC (%) LM (%) Total (%) RP (IC95%)
Lazer** 7 (58,3) 5(41,7) 12 (10,6) 1
Trabalho

Area rural***

8(69,1) 17(30,9) 55(48,7) 1,18 (0,71-1,97)
Area urbana 25

) )
4 (96,0) 1(4,0) (22,1) 1,65 (1,02-2,67)
Domiciliar/peridomiciliar 3(61,9) 8(38,1) 1(18,6) 1,06 (0,59-1,90)

*kk%k

—_ o~~~

Total 82 72,6) 31(27.4) 113(100)

*Atividade que os pacientes com LTA exerciam no momento da infecgédo, conforme relato do
paciente. **Lazer: pesca, caga ou acampamento. *** Paciente do Movimento Sem Terra, lavrador
ou pecuarista. **** Profissao: motorista ou operador de maquinas. RP: Razao de prevaléncia.
¥*=12,152 (p=0,007)

5.2. Dados laboratoriais dos pacientes com LTA.

Foram utilizados para diagndstico de LTA dos pacientes atendidos no
ambulatério de endemias do HDT os dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais. Os testes laboratoriais realizados foram exame direto (ED), analise

histopatolégica (AH), Intradermorreacdo de Montenegro (IRM) e/ou
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Imunofluorescéncia indireta (IFI) (Tabela 10). A IRM foi considerada reator com
enduracdo acima de 5 mm e a IFl foi considerada positiva quando teve titulo
acima de 1/40. Utilizando o grau de linearidade pela Correlagdo de Pearson para
correlagao entre os métodos de diagndstico, verificou-se que apesar de ter dado
uma diferenca estatistica significante entre IRM e AH (p=0,025), a probabilidade
desta correlacao foi fraca, em torno de 5%. Entre os outros métodos nao houve

correlagao (p>0,005).

Tabela 10. Diagnéstico laboratorial de paciente com LTA atendidos no HDT/GO.

Negativo/Nao

Resultado Positivo/Reator Total
reator

Exame Direto 53 (70,7) 22 (29,3) 75

Analise Histopatoldgica 89 (80,9) 21 (19,1) 110

Intradermorreacao de 91 (68.9) 41 (31.1) 132

Montenegro

Imunofluorescéncia Direta 61 (44,2) 77 (55,8) 138

A positividade dos testes de diagnéstico de pacientes com LTA foi de
70,6% para ED, 80,9% para AH, 68,9% para IRM, e 44,2% para IFIl (Figura 7).

A Figura 6 demonstra que dos cinco pacientes de 6 a 14 anos, 60% foram
reatores para a IRM; dentre os 26 entre 15 e 29 anos, 57,7% foram reatores;
dentre os 83 entre 30 e 59 anos, 60,3% foram reatores e dentre os nove entre

60 e 79 anos, 66,6% foram reatores.
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Figura 6. Porcentagem de casos de LTA, segundo a faixa etaria (anos) e a
IRM, em pacientes atendidos no HDT/GO, de 2000 a 2006. IRM:
Intradermorreagao de Montenegro.

5.3. Avaliagao do reconhecimento de extrato total de L. (V.) braziliensis por
anticorpos de pacientes com LTA: Pesquisa de IgG total por ELISA.

Neste estudo foi avaliada a técnica de ELISA para deteccéo de anticorpos
especificos para a leishmania utilizando o extrato total de L. (V.) braziliensis. Das
152 amostras de pacientes com LTA analisadas, 111 foram reagentes. Este
teste apresentou uma positividade de 73,0% (Figura 7). Foram avaliadas 40
amostras de individuos saudaveis, destes, 2 pacientes tiveram anticorpos IgG
que reconheceram o extrato total de L. (V.) braziliensis (Figura 8). A
especificidade apresentada pelo ELISA foi de 95%. O valor preditivo positivo
(VPP), ou seja, a probabilidade de existir a doengca uma vez que o teste seja
positivo, foi de 98,2% e a probabilidade de n&o existir a doengca uma vez que o

teste foi negativo, ou seja, o valor preditivo negativo (VPN) foi de 48,1%.
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Figura 7. Comparagcdo da positividade dos testes utilizados para
diagnéstico de LTA. ED: exame direto; AH: analise histopatoldgica; IRM:
intradermorreagao de Montenegro; IFl: Imunofluorescéncia direta; ELISA: ensaio
imunoenzimatico.
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Figura 8. Detecgdo de anticorpos IgG para antigenos de L. (V.) braziliensis
no soro de pacientes positivos e negativos para LTA.-Amostras positivas
para LTA (n=152) e negativas para LTA (n=40). Os anticorpos foram detectados
por ELISA. Cada ponto indica o indice de reatividade (IR) de cada amostra.
IR=1: soro reagente (SR), IR <1: soro nao reagente (SNR). () Mediana (---) IR.

Na estratificacdo das amostras dos pacientes de acordo com as
manifestagdes clinicas, os anticorpos IgG especificos para L. (V.) braziliensis
foram detectados por ELISA nos soros de 78 pacientes com LC (69,0%) e 33
pacientes com LM (84,7%) (Figura 9A), houve uma diferenca estatistica

significante entre os dois grupos (p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 9. Deteccao de anticorpos IgG especificos para extrato total de
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis no soro de pacientes com LTA
coletados antes do tratamento por ELISA. (A) Porcentagem de pacientes
reagentes e nao reagentes para LC (leishmaniose cutanea, n= 113) e LM
(leishmaniose mucosa, n= 39). (B) Cada ponto indica o indice de reatividade (IR)
de cada amostra. IR = 1: soro reagente (SR), IR <1: soro ndo reagente (SNR).

(—) Mediana ( ----- ) IR.* valor significante pelo teste t Mann Whitney (p<0,05).
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5.4. Avaliagao do reconhecimento de extrato total de L. (V.) braziliensis por
anticorpos de pacientes com LTA: Pesquisa de IgG total por ELISA apés o
inicio do tratamento.

Ap6s 3 meses do inicio do tratamento, 12 pacientes retornaram para
avaliagao clinica e laboratorial. Destes pacientes, 8 apresentavam LC e 4 LM.
Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre aos niveis
de IgG especificas para extrato total de formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis no soro de pacientes apds 3 meses do inicio do tratamento, tanto na
LC (Figura 10A) quanto na LM (Figura 10B).

Ap6s 6 meses do inicio do tratamento, 49 pacientes retornaram para
avaliagao clinica e laboratorial. Destes pacientes, 35 apresentavam LC e 14 LM.
Nos pacientes com LC, os niveis de IgG diminuiram apds 6 meses do inicio do
tratamento, foi observada uma diferengca estatisticamente significante na
deteccao de IgG especificos para L. (V.) braziliensis no soro destes pacientes
(p<0,05, Figura 10C). Nos pacientes com LM, os niveis de IgG nao sofreram

alteragdes significantes 6 meses apos a primeira avaliagao (Figura 10D).

Apb6s 12 meses do inicio do tratamento, 10 pacientes retornaram para
avaliagao clinica e laboratorial. Destes pacientes, 7 apresentavam LC e 3 LM.
Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre aos niveis
de 1gG especificas para L. (V.) braziliensis no soro de pacientes apos 12 meses

do inicio do tratamento, tanto na LC (Figura 10E) quanto na LM (Figura 10F).

Ap6s 18 meses do inicio do tratamento, 8 pacientes retornaram para
avaliagao clinica e laboratorial. Destes pacientes, 5 apresentavam LC e 3 LM.
Nos pacientes com LC, os niveis de IgG diminuiram apds 18 meses do inicio do
tratamento, foi observada uma diferengca estatisticamente significante na
deteccao de IgG especificos para L. (V.) braziliensis (p<0,05, Figura 10G). Nos
pacientes com LM, os niveis de IgG nao sofreram alteragdes significantes 18

meses apos a primeira avaliagao (Figura 10H).
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Figura 10. Detecgao de anticorpos IgG especificos para extrato total de
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis no soro de pacientes com LTA
coletados apés o tratamento por ELISA. (A) Pacientes com LC antes e apés 3
meses de tratamento, (B) Pacientes com LM antes e apés 3 meses de
tratamento, (C) Pacientes com LC antes e apdés 6 meses de tratamento, (D)
Pacientes com LM antes e apdés 6 meses de tratamento, (E) Pacientes com LC
antes e ap6s 12 meses de tratamento, (F) Pacientes com LM antes e apds 12
meses de tratamento, (G) Pacientes com LC antes e apds 18 meses de
tratamento, (H) Pacientes com LM antes e ap6s 18 meses de tratamento. Cada
ponto indica o indice de reatividade (IR) de cada amostra. IR = 1: soro reagente
(SR), IR <1: soro n&o reagente (SNR), * valor significante pelo teste t de student
(p<0,05), (—) Mediana ( ----- ) IR.
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5.5. Identificagao das espécies de leishmanias por Reagcao em Cadeia da
Polimerase (PCR).

A PCR foi realizada em 69 amostras obtidas a partir de raspado da borda
de lesbes de pacientes com LTA. Destas, 62 (89,8%) foram positivas (Figura
11), sendo 53 de pacientes com LC e nove de pacientes com LM. Das amostras
caracterizadas, 58 (93,5%) eram de L. (V.) braziliensis e 4 (6,5%) eram de L. (L.)
amazonensis. Nao foi observada uma diferenga estatistica significante ao

relacionar as manifestagdes clinicas com as espécies (p=0,469) (Tabela 11).

PM CN CPLb  CPLa 1 2 3 4 5 6

Figura 11. Produtos da PCR, obtidos de raspado da borda das les6es de
pacientes com LTA (linhas de 1 a 6). PM (peso molecular); CN (controle
negativo); CPLb (controle positivo de Leishmania (V.) braziliensis); CPLa
(controle positivo de Leishmania (L.) amazonensis); gel de poliacrilamida.

Tabela 11. Identificacdo das espécies de leishmanias por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) de paciente com LTA atendidos no HDT/GO.

Espécies LC (%) LM (%) Total (%) 1C95%
L.(Viannia)braziliensis 51(94,4) 8(88,9) 58(93,5) 84,5-98,2
L.(Leishmania)amazonensis 3 (5,6) 1(11,1) 4 (6,5) 1,8-15,5
Total 53(85,7) 9(14,3) 62 (100)

Teste Exato de Fisher (p=0,469)
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho a nossa proposta foi Investigar as caracteristicas
epidemioldgicas e moleculares da LTA de pacientes atendidos no ambulatério
de endemias do hospital Anular Auad no periodo de 2000 a 2006 e identificar as
espécies de Leishmania spp prevalentes e sua distribuicdo geografica na regido

Centro- Oeste.

Inicialmente, verificamos que 81,6% das amostras analisadas no presente
estudo pertenciam a pacientes que adquiriram a infecgcdo no estado de Goias,
principalmente das regides centro, sul e noroeste goiano e 18,4% no estado do
Mato Grosso, destacando a regiao nordeste. Isto se deve ao fato das amostras
serem de pacientes atendidos no ambulatério de endemias de leishmanioses do
hospital Anuar Auad (HDT), Goiania, Goias, que € um centro de referéncia de
endemias do estado de Goias e da regido Centro-Oeste. A maioria dos casos
que ocorreram no Mato Grosso foram préximos a divisa com Goias. Em 1965 foi
comprovada, pela primeira vez, a existéncia de LTA em Goias, foram descritos
casos autoctones (BARBOSA et al., 1965). Dos casos identificados no estado de
Goias, 25,8% ocorreram em Campestre, Goiania, Aparecida de Goiania e
Niguelandia. De acordo com o Ministério da Saude, Niquelandia € o municipio
com o maior numero de casos de LTA notificados no estado de Goias
(SINAN/SVS/MS, 2011). O Mato Grosso é o quinto estado do Brasil e o primeiro
da regiao Centro-Oeste com maior incidéncia de LTA. Entre os anos de 1990 e
2011, o Estado acumulou 74.844 casos. No mesmo periodo, Goias teve 13.457
registros, seguido de Mato Grosso do Sul com 4.914 casos (SANOFI AVENTIS,
2013).

Tem-se conhecimento de que a maioria das espécies de flebotomineos
tende a aumentar a densidade nos meses mais quentes e umidos (GOMES,
1977), apesar da existéncia de espécies que se mostram mais densas nas
épocas secas e frias (GALATI et al., 1996). No presente trabalho, houve uma
distribuicdo de LTA em todas as estacbes do ano de 2000 a 2006, com um
maior numero de casos no inverno, periodo de estiagem. Este fato se deve ao

periodo de incubagao da doencga e, também pode estar relacionado ao periodo
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de cultivo, em que o manejo do solo ocorre nos periodos de estiagem, e
geralmente envolvem desmatamento e queimadas, produzindo alteragdes no
habitat natural do flebétomo (GALATI et al., 1996; MARTINS et al., 2004).

Em estudo realizado no Estado de Sao Paulo, foi relatado que a LTA
acometeu criangas de 6 a 14 anos e adultos (GUIMARAES et al., 1983). Em
Londrina, (PONTELLO; GON; OGAMA, 2013) também verificou-se a ocorréncia
da doenca em criancas e adultos acima de 50 anos. No presente trabalho,
ocorreram casos de LTA em pacientes de 6 a 79 anos de idade, , sugerindo a
ocorréncia de infecgdo no domicilio e peridomicilio na regido, que foi confirmada
com o relato destes pacientes (18,6%), reforcando as observagdes ja
encontradas na literatura (JIRMANUS et al.,, 2012). Das amostras avaliadas,
74,3% eram do género masculino, e 54,6% apresentavam idade entre 30 e 59
anos, indicando que a regido Centro-Oeste apresenta dados similares aos
relatados pelo Ministério da Saude, em que 73,3% dos casos de LTA no Brasil
ocorrem entre homens e que a maioria da populacdo afetada é adulta
(SINAN/SVS/MS, 2010). Foi observado também que 10,6% dos pacientes
adquiriram a infeccdo em atividades de lazer como caca, pesca ou
acampamento e 70,8% adquiriram durante o trabalho. Destes, 48,7% eram
trabalhadores rurais, sugerindo que o ciclo da Leishmania ainda se mantém nas
margens dos rios, cérregos e areas de desmatamento da regido como relatado
por FILHO (2004); FRANCA et al. (2009) e NONOSE et al. (2009). Porém, ha
relatos na literatura de que o numero de casos em areas urbanas esta
aumentando, tendo os animais domésticos como potenciais reservatorios
(FERREIRA et al., 2009). Fato também observado no estado do Parana, em que
apenas 16,8% do casos de LTA ocorreram em area domiciliar e peridomiciliar
(CURTI et al., 2009). Em Pernambuco, a maioria dos casos notificados
ocorreram em homens durante o trabalho (DE BRITO et al., 2008). Na cidade de
Campinas/SP, 90% dos casos de LTA do 1992 a 1995 ocorreram em area
domiciliar situada a menos de 200 metros de uma mata (NASSER et al., 2009).
Enquanto que CARVALHO e cols (2010) observaram que em Belo Horizonte/MG
houve uma predominancia de casos provenientes de areas urbana. No Acre, ao
comparar o percentual de casos de LTA segundo a ocupagdo no periodo de
1992 a 1997 e 2001 a 2006, SILVA & MUNIZ (2009) verificaram que no primeiro
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periodo, 40,2% dos casos estavam relacionados com ocupagdes rurais € no

segundo periodo, este percentual caiu para 17,9% dos casos.

No Brasil, estima-se que 3 a 5% dos pacientes com LC vao evoluir para
LM, reforcando que a LM é secundaria & LC (MINISTERIO DA SAUDE/SVS,
2006). Dos pacientes avaliados, 74,3% apresentavam LC e 257%
apresentavam LM, dados estes concordantes com o estudo realizado no Mato
Grosso do Sul, em que 68% dos pacientes apresentavam LC e 32%
apresentavam LM (MURBACK et al., 2011). Estes dados mostram que na regido
Centro-Oeste ha uma maior incidéncia de LM comparado as outras regides do
Brasil, que é em torno de 7% dos casos de LTA (SINAN/SVS/MS, 2010). Em um
estudo realizado no estado do Parang, 88,9% dos pacientes apresentavam LC e
11,1% apresentavam LM (CURTI et al., 2009), na cidade de Campinas/SP,
91,7% dos pacientes avaliados apresentavam LC (NASSER et al., 2009) e,
Londrina/PR, apenas 4,5% dos casos reportados eram LM (PONTELLO et al.,
2013).

O periodo de incubagdo da doenca varia de acordo com a espécie
infectante e a relagdo parasito-hospedeiro (WEIGLE & SARAVIA, 1996). As
lesbes cutaneas surgem de 18 dias a 3 meses apds a infecgdo pelo parasito
(AZULAY & SALGADO, 1966; PESSOA & BARRETTO, 1948). Dos 88 pacientes
com LC avaliados em relagdo ao tempo de evolugdo da lesdo, 85,3%
apresentaram a lesao entre 15 dias e 6 meses de infecgdo, com uma mediana
de trés meses. Ja as lesbes mucosas sao, geralmente, secundaria a leséo
cutanea, como consequéncia de uma LC crbnica, curada sem tratamento ou
com tratamento inadequado (CAMUSET et al., 2007; GONTIJO & DE
CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Estas lesdes segundo
observado por HERWALDT (1999) podem aparecer de dias a décadas apds a
LC. No presente estudo, dos pacientes que apresentaram LM e relataram o
tempo de aparecimento da lesdo, 40% (N=12) apresentaram a lesdo em até 2
anos apoés a infecgao, 30% (N=9) apresentaram a lesdo com mais de 5 anos
apos a infecgcado e 60% apresentaram cicatriz sugestiva de LTA. Destes, 50%
apresentaram LM em até 2 anos. Em um estudo realizado no Parana, 76% dos
pacientes com LM apresentam cicatriz sugestiva de LC anterior (CURTI et al.,

2009). E possivel que muitos casos de LC, no momento do diagndstico das
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lesbdes primarias, ja apresentam alteragdes nasais. E a identificagcdo destes
casos mostra a importancia da avaliagao de rotina da mucosa nasal em todos os
pacientes com LC (BOAVENTURA et al., 2006).

Para diagndstico de LTA dos pacientes atendidos no ambulatério de
endemias do HDT/GO foram analisados os dados clinicos, epidemioldgicos e
laboratoriais. Entre os critérios laboratoriais, os testes parasitolégicos sao
considerados os métodos de primeira escolha por serem de menor custo e facil
execugao (GONTIJO & DE CARVALHO, 2003). No presente estudo, o exame
direto (ED) e andlise histopatologica (AH), tiveram uma positividade de 70,6% e
80,9% respectivamente. A alta positividade encontrada na AH neste estudo esta
de acordo com outro estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2010) em pacientes
atendidos no HDT/GO, que foi de 83,3% Entretanto, a detecgdo dos parasitos
em AH em pacientes com baixa carga parasitaria ou que estao na fase crbnica
da doencga é dificil, ja que podem ser confundidos com inflamagéo crénica,
inespecifica e/ou reagdo granulomatosa (AMATO et al., 1998; SHIRIAN et al.,
2014). Os testes imunoldgicos, IRM, IFI e ELISA, tiveram uma positividade de
68,9%, 44,2% e 73% respectivamente. OLIVEIRA et al. (2010) detectaram
positividade similar, sendo de 58,8% para a IRM e 47,3% para IFl. Uma
positividade similar também foi detectada por FERREIRA et al. (2006), que foi de
64,4% para IRM, 58,1% para IFl e 85% para o ELISA. Neste estudo, todos os
pacientes com LM apresentaram, na IRM, uma enduragédo maior ou igual a 10
mm, confirmando os relatos do MINISTERIO DA SAUDE (2009), em que os
pacientes com LM apresentam uma IRM exacerbada. Além disso, ndo foi
observada uma relacdo entre a faixa etaria dos pacientes e a positividade da
IRM. Isto se deve ao fato de que em areas endémicas, € frequente encontrar
reatividade a IRM em individuos sem lesao caracteristica de LTA, o que pode

significar uma infecg¢ao subclinica (SAMPAIO et al., 2009).

O teste soroldgico, que detecta anticorpos anti-Leishmania circulantes no
sangue dos pacientes com LTA, recomendando pela OMS, a IFl, apresentou
uma baixa positividade comparada ao ELISA, além de apresentar, segundo
relatos da literatura, baixa reprodutibilidade e reacdo cruzada com outras
patologias, como doenga de Chagas, Leishmaniose visceral, esporotricose,
entre outras (EDRISSIAN & DARABIAN, 1979; MANCIANTI et al., 1995). Assim,

38



a técnica de ELISA, além de ser uma técnica que pode ser automatizada e
utilizada em larga escala, ela apresentou uma especificidade de 95% e uma
maior positividade na populacdo estudada em relacdo aos outros testes
imunoldgicos, podendo ser considerada um método complementar para

diagnodstico da LTA.

A mensuracado dos niveis de anticorpos anti-Leishmania tém sido usada
como diagnéstico e estes tem mostrado estarem correlacionados com a
gravidade da doenga (CASTELLANO et al., 2009). A concentragao de anticorpos
podem variar de acordo com a carga parasitaria (GUTIERREZ et al., 1991),
duracéo da infeccdo (PEREIRA et al., 2012), espécies de Leishmania e fatores
do hospedeiro (MILES et al., 2005). No presente trabalho, a deteccéo de IgG
especifica para antigenos de L. (V.) braziliensis ocorreu em 69% dos pacientes
com LC e 84,7% dos pacientes com LM, tendo uma diferengca estatistica
significante entre os dois grupos (P<0,05). Estes dados estao de acordo com os
encontrados por JUNQUEIRA PEDRAS et al. (2003). Os niveis elevados de I1gG
anti-Leishmania em pacientes com LM esta relacionado com a longa duragao da
doenca e SARAVIA et al. (1989) demonstraram que lesbdes cronicas e graves

estao relacionadas a resposta imune aumentada.

A LTA é de dificil prognoéstico e uma avaliacdo dos niveis de IgG anti-
Leishmania €& importante para o0 acompanhamento clinico pods-terapia
(FAGUNDES-SILVA et al.,, 2012). Tem sido sugerido que a diminuicdo dos
niveis destes anticorpos nos pacientes com LTA apds o tratamento pode ser um
método para monitorar a cura pos-terapéutica (MENDONCA et al., 1988),
indicando o controle da infeccdo. Acredita-se que presenca destes anticorpos
apos o tratamento poderia indicar a persisténcia do parasito, sendo um fator
preditivo de recorréncia da LTA (FAGUNDES-SILVA et al., 2012; PEREIRA et
al., 2012). Considerando que LM estd associada a altos niveis de IgG anti-
Leishmania, nos pacientes com LC a persisténcia de altos niveis de anticorpos
especificos poderia ser uma marcador de progndéstico e poderia indicar uma
suscetibilidade maior para o desenvolvimento de LM (ROMERO et al., 2005).
Com o objetivo de acompanhar as variagdes das concentragdes séricas de I1gG
especificas para o antigeno de L. (V.) braziliensis e avaliar por quanto tempo

apos o tratamento terapéutico o paciente deve ser monitorado, os soros de
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todos os pacientes, do presente estudo, que retornaram 3, 6, 12 e/ou 18 meses
apos o inicio do tratamento foram avaliados. Verificamos que dos 55 pacientes
com LC avaliados antes e apds o tratamento, apenas 5 mantiveram altos niveis
de IgG anti-Leishmania apés o tratamento, e todos eles apresentaram a cura

clinica.

Os pacientes avaliados, em relacdo a deteccao de niveis de IgG
especificos para o extrato total de L. (V.) braziliensis apés 3 meses de
tratamento, ndo tiveram uma diferenga estatistica significante. Foi observada
uma diferenga estatistica significante apenas entre os pacientes com LC que
retornaram 6 e 18 meses apds o tratamento. A diferenca estatistica nao
significante apds 12 meses de tratamento pode ser atribuida ao pequeno

numero de pacientes acompanhados.

Nos pacientes com LM, ndo foi encontrada uma diferenca estatistica
significante ap6s o tratamento, em relacdo a deteccdo de niveis de IgG
especificos para o extrato total de L. (V.) braziliensis, nem ap6s 18 meses de
acompanhamento, mesmo apresentando cura clinica. Entretanto, o mesmo nao
foi observado por JUNQUEIRA PEDRAS et al. (2003) que demonstraram uma
reducao significativa dos niveis de IgG especificas para o antigeno de L. (V.)
braziliensis, em pacientes com LM, apds 6 meses de tratamento. Por outro lado,
PEREIRA et al. (2012) ndo detectaram diferenga estatistica entre os niveis de
IgG anti-Leishmania ap6s o tempo de tratamento utilizando citometria de fluxo
em pacientes com LTA. Entretanto, LEMOS et al. (2007) analisaram pacientes
com LV 2, 6 e 12 meses apds o tratamento e demonstraram diminuicdo dos

niveis de IgG anti-Leishmania apos 6 e 12 meses de tratamento.

E importante a identificacdo das espécies envolvidas nos casos de LTA
em areas endémicas, pois espécies diferentes de Leishmania estao
relacionadas a diferentes infectividade, patogenicidade, progndstico da doencga e
conduta terapéutica. Neste trabalho, as espécies de leishmanias envolvidas na
infeccdo dos pacientes atendidos no HDT/GO foram identificadas, utilizando a
técnica da PCR-RFLP. Esta técnica apresenta alta sensibilidade e
especificidade, sendo capaz de detectar baixa quantidade de parasitos na lesao

e permite utilizar pequenas amostras de material (WEIGLE et al., 2002). Foi
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identificado L. (V.) braziliensis como principal espécie prevalente no estado de
Goias, em 93,5% dos casos. Em Pernambuco, REIS et al. (2008) relataram que
a unica espécie circulante de leishmania na regido, responsavel pela LTA, era a
L. (V.) braziliensis. No Parana, 98,7% das espécies identificadas eram de L. (V.)
braziliensis e apenas 1,3% era de L. (L.) amazonensis (SILVEIRA et al., 1999).
Em Minas Gerais, a espécie predominante na regiao também é a L. (V.)
braziliensis (PASSOS et al., 1999), assim como nos estados do Rio de Janeiro
(CARVALHO et al.,, 2013), Para (BACHA et al.,, 2011), Espirito Santo
(FALQUETO et al., 2003) e Bahia (JIRMANUS et al., 2012). Com isto, a L. (V.)

braziliensis é a espécie mais prevalente no Brasil.

Os resultados do presente estudo reforgcam que, a LTA € uma zoonose de
crescente distribuicao na regido Centro-Oeste, assim como no Brasil, sendo um
problema de saude publica e com caracteristicas clinico-epidemioldgicas, de
diagndstico, tratamento e controle complexas. No seu conjunto, ha necessidade
de realizar o diagndstico precoce, utilizando técnicas mais sensiveis, e identificar
as espécies responsaveis pela doenga para a elaboragdo de progndsticos
precisos e terapia adequada, evitando o aparecimento de novas lesbes e a

progressao da doenca.

Os dados do acompanhamento sorolégico dos pacientes com LTA antes
e apo6s o tratamento indicam que os niveis de IgG total tendem a diminuir apds 6
meses de tratamento. Esta informacgao é relevante, podendo estar associada a
um bom progndstico e melhora clinica da doenga. Diante do exposto, sugere-se
a avaliacdo com um maior numero de pacientes, principalmente apos 12 meses

de tratamento.
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7 CONCLUSOES

a) Baseado nos dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes com LTA,
provenientes da regido Centro-Oeste, atendidos no HDT/GO de 2000 a 2006:

v

v

v

74,3% eram do sexo masculino.
54 6% tinham entre 30 e 59 anos.

81,6% adquiriram a infecgdo no estado de Goias e 18,4% no Mato

Grosso.

10,6% adquiriram a infeccdo em atividades de lazer como caga, pesca ou
acampamento e 48,7% adquiriram durante o trabalho em area rural,
sugerindo que o ciclo da Leishmania ainda se mantém nas margens dos

rios, corregos e areas de desmatamento da regiao.

74,3% apresentavam leishmaniose cutanea (LC) e 25,7% apresentavam

leishmaniose mucosa (LM).

84,3% dos pacientes com LC apresentaram a lesdo no maximo 6 meses

apos ainfeccao.

60% dos pacientes com LM apresentaram cicatriz sugestiva de LTA.

b) Baseado nos dados imunoldgicos e laboratoriais dos pacientes com LTA:

v" A técnica de ELISA teve uma positividade de 73,0%, sendo maior que a

da IFl, que é o método recomendado pelo Ministério da Saude, que foi de
44,2%.

v" Antes do tratamento foi detectada IgG especifica contra antigenos de L.

(V.) braziliensis em 84,7% dos pacientes com LM e 69,0% dos pacientes

com LC, tendo uma diferenca estatistica significante entre os dois grupos.
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v Apds 6 e 18 meses do inicio do tratamento, nos pacientes com LC, a

deteccdo de IgG especifica contra antigenos de L. (V.) braziliensis
diminuiu significativamente.

v Nos pacientes com LM, apdés o inicio do tratamento, os niveis de
anticorpos séricos de IgG especifica contra antigenos de L. (V.)
braziliensis nao sofreu alteragéo significante.

v' 93,5% das amostras caracterizadas por PCR foram de L. (V.) braziliensis.
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ANEXO 1

UrG COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL
HOSPITAL DAS CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
MINISTERIO DA EDUCACAO E DO DESPORTO

Goiénia, 10/12/2004.

hoepita dee clinicas

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N°: 125/2004.

Titulo: Banco Imunobiolégico das Leishmanioses da Regido Centro Oeste
(Leishbank) e subprojetos associados.

Pesquisador (a) Responsavel: Miriam Cristina Leandro Dorta.

Instituicbes onde serd realizado o estudo: Laboratdrio de Imunobiologia das
leishmanioses do Departamento de micro, imuno, parasito e patologia
do Instituto de Patologia Tropicas e Saide Publica da Universidade
Federal de Goias/GO; Ambulatério de leishmaniose do Hospital Anuar
Auad (HDT/Goiénia/GO) e Banco de Sangue do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goigs/GO.

Apresentado ac CEPMHA/HC/UFG: 25/11/2004

Relator: Prof. Dr. Marcelo Medeiros.

DOCUMENTOS RECEBIDOS:

O presente protocolo se enquadra no Grupo lll. O Pesquisador
responsavel ndo necessita aguardar o parecer da CONEP — Comiss&o Nacional
de Etica em Pesquisa, sendo necessario apenas o envio de relatérios trimestrais.

COMENTARIOS:
a) Objetivo Geral do Projeto: Criar um banco de leishmanias isoladas%e
pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana ou Visceral e estocar
- 4

19 Avenida, s/n°, Setor Leste Universitario - Goiania - Goids [N
CEP: 74 605 - 050 - Fone: (0xx62) 261 30 06 - Fax : (0xx62) 261 29 91
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ure COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL
HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

hcepita dee clinicoe . o )
MINISTERIO DA EDUCACAO E DO DESPORTO

materiais biologicos dos pacientes com suspeita da doenca, incluindo
biopsias, sangue ftotal, soro e células purificadas. Todo o material
armazenado no banco sera utilizado exclusivamente para pesquisas de
caracterizagdo dos parasitos, interagbes parasitos-células hospedeiras e
avaliagdo das imunidades inata, humoral e celular dos hospedeiros. Estes
estudos visam a identificacdo de antigenos candidatos a melhorar a
eficiéncia de vacinas, além de melhorias no diagnéstico e acompanhamento
da doenca.

b) Obijetivos Especificos do Projeto: a) Isolar e caracterizar molecularmente as
espécies/isolados de Leishmanias da Regido Centro Oeste; b) Avaliar o
comportamento de diferentes espécies/isolados de Leishmania prevalentes
na regido Centro-Oeste com relagéo as respostas das células do sistema
imune e a evolugéo clinica da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
e da Visceral; ¢) Identificar moléculas alvo para imunizagdo experimental de
animais de laboratério contra LTA, incluindo a imunizag8o genética; d)
Avaliar antigenos preparados com as espécies/isolados de Leishmanias em
lestes in vivo em animais de laboratério (Reac¢do Intradérmica de
Montenegro) e in vitro (células humanas e murinas), comparando com
antigeno padrdo nacional e com antigenos preparados com cepas de
referéncia da OMS; e) Estudar os aspectos clinicos, imunolégicos,
epidemiolégicos, de diagndstico e de tratamento dos pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana ou Visceral, provenientes da regiéo
Centro-Oeste, incluindo a leishmaniose em assentamentos de
trabalhadores rurais do Movimento Sem Terra no Estado de Goiss.

Sangue de individuos néo infectados com leishmania serd obtido no Banco
de Sangue do Hospital das Clinicas da UFG. O soro e as células destes
individuos serdo estocadas sem a identificacdo do doador. O Termo de
Consentimento utilizado serd o mesmo do Banco de Sangue, no qual o
doador doa até 500m/ de sangue. ;,r\\

Sumario do projeto:
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EM ACORDO COM A RESOLUCAQ 196/96. O PRESENTE PROTOCOLO ESTA:

a)

b)

d)
e)

Quanto ao preenchimento da folha de rosto: Estudo a ser realizado — em parte
— no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids (HC/UFG), mais
especificamente no Banco de Sangue. Outra etapae da pesquisa sera
realizada no Hospital Anuar Hadad (HDT) em Goiénia.

Quanto a estrutura do Protocolo: O profocolo apresenta aspectos descritivos
da pesquisa com as respectivas informagfes aos sujeifos e 0s pesquisadores
tém qualificagdo condizente & proposta de estudo a qual tem apoio financeiro
do CNFq.

Quanto a justificativa de uso de placebo: Ndo se aplica.

Quanto a justificativa de suspenséo terapéutica (wash-out): Ndo se aplica.
Quanto aos riscos e beneficios: A responsavel apresenta apenas no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido que a “avaliagdo do risco da pesquisa €
minimo”.

Quanto ao retorno de beneficios para o sujeito € ou para a comunidade: Ndo
foram apresentados, mas entendo que esta implicito em uma frase do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido: “Os resultados obfidos poderdo
acrescentar informacg0Oes importantes no conhecimento da doenca, que podera
beneficiar no futuro todas as pessoas que estdo expostas a Leishmaniose.

QUANTO A ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO E FORMA DE OBTE-LO:

a) Linguagem: Objetiva, trazendo informacgdes suficientes para que o sujeito possa

decidir sobre sua participagcdo ou néo na pesquisa.

b) Justificativa, objetivos e procedimentos: Foram apresentados devidamente.

c) Desconfortos e riscos: Os procedimentos invasivos (biopsia e coleta de sangie)

séo devidamente especificados e justificada a sua importancia no processo. \

e) Métodos alternativos existentes: Ndo foram apresentados , \

1% Avenida, s/n°, Setor Leste Universitario - Goiania - Goids \
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Descricdo € caracterizacdo da amostra (populagéo alvo): Serdo incluidos no
estudo todos os pacientes recebidos no Hospital Anuar Auad (HDT), situado em

Goania (GO), com suspeita de LTA ou LV, com faixa etaria entre 07 e 65 anos, no
periodo de maio de 2004 a junho de 2014. Também serdo incluidos todos 0S
pacientes, identificados através de triagem, pelos médicos do HDT em
acampamento do MST em Goias. Apés © diagnéstico clinico € epidemiol6gico,
serdo colhidos raspados da lesdo, biopsias das lesGes (5mm) € Sangue
endovenoso (5mi). O material é fundamental para um diagnéstico mais preciso da
doenga no paciente & posterior tratamento.

Critério de Inclusdo e Exclusdo: Somente serdo incluidos como sujeitos do estudo

(1)aqueles pacientes que tiverem resultado positivo para o parasito € concorde em
participar da pesquisa. Nestes serdo colhidos 10 ml de sangué ao invés dos 5mi
utilizados no diagnéstico, exceto quando néo for recomendada a refirada deste
sangue adicional. Os blocos de parafina serdo armazenados no Leishbank do
Laboratério de Imnobiologia das Leishmanioses.Os parasitos dos que
concordarem € ndo concordarem Seréo estocados no banco. Mas nenhum

material biolégico dos que n&o concordarem serdo estocados.

Adequacdo da Metodologia: O projeto propde uma pesquisa de abordagem

expenmental, englobando etapas especificas desde o diagnostico clfnico,
|aboratorial parasitol6gico € isolamento de parasitos; avaliagdo do comportamento
das diferentes espécies/isolados de Leishmania “in vitro” e “in vivo”, avaliagdo da
imunidade inada e da imunidade celular; resposta humoral: e caracterizagdo dos
genes de L. (V.) brasiliensis que codificam as proteinas similares aos antigenos
LACK, TSA, LMSTI1 e LEIF de L. (L.) major; amplificacéo e purificagdo dos genes
das espécies de L. (V.) brasiliensis.

Adequacao das condicdes: Né&o informado.

14 Avenida, s/n° Setor Leste Universitdrio - Goiania - Coids \\\
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ANEXO 2

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICAIUFG
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E

PATOLOGIA
Rua Delenda Rezende de Melo — S/N — Setor Universitério — 74605-050 — Goiania — Goids
Tel. (062) 261-6497 —~ Ramal 218 ~ Fax: 202 — 3066

HOSPITAL ANUAR AUAD (HDT)/SES
Av. Contorno S/N - Jardim Bela Vista - 74853-400 ~ Goiania - Goias

TERMO DE CONSENTIMENTC

Projeto: “Epidemioclogia Molecular de Leishmaniose tegumentar Americana (LTA) e
Avaliagdo da Resposta Imunolégica de Pacientes com Leishmaniose na Regido
Centro Oeste.”

Pelo presente termo de consentimento, manifesto voluntariamente minha
concordancia em participar do estudo acima intitulado. Foram-me informados todos os
procedimentos relacionados & minha participacdo neste estudo, os quais consistem em
realizag@o de exame clinico, coleta de amostras no local da lesdo de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), através de biépsia e aspiracdo subcutanea no bordo da
lesdo, aplicagdo do teste de intradermorreacdo de Moentenegro para diagnostico
imunologico da LTA, coleta de sangue para avaliagédo da resposta imunoldgica contra o
arasito.

Os exames seréo realizados antes do inicic do tratamento e apés 3, 6, 12 e 18
eses.

As implica¢bes relacionadas & minha participac@o neste estudc foram bem
sclarecidas pela equipe responsavel.

Tive oportunidade e fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional
ela que julgasse necessario, socbre qualquer questao relacionada & minha participagéo
o estudo, e cada uma destas questdes foi esclarecida pela equipe.

Estou certo que os resultados e conclusdes obtidas pelo desenvolvimento deste
studo, poderdo contribuir para o methor conhecimento da LTA e, conseqglientemente,
ra suportar a adogéo de novas medidas para o seu efetivo controle.

Minha privacidade serd garantida quando das publicacbes cientificas oriundas
este estudo.

et 8. 2000
Hocal e data

Ms. Ledice Inacia
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Sopa Primitiva 8%

Bis-acrilamida 30%
TBE 5x
Agua milli Q

TBE 5x

Tris Base

Acido Boérico

EDTA 0,5M pH=8
AguamilliQ qgsp

ANEXO 3

26,7 mL
20 mL
43,3 mL

549
27,5mL
20mL
1000mL
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