UNIVERSIDADE DE BRASILIA
- FACULDADE DE MEDICINA
POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS MEDICAS

LAIS SEVILHA DOS SANTOS

QUANTIFICACAO DO kDNA DE Leishmania Viannia POR qPCR EM
DIFERENTES PROFUNDIDADES DE LESOES CUTANEAS DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

BRASILIA
2018



QUANTIFICACAO DO kDNA DE Leishmania Viannia POR qPCR EM
DIFERENTES PROFUNDIDADES DE LESOES CUTANEAS DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

LAIS SEVILHA DOS SANTOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
programa de PoOs-Graduagcdo em Ciéncias
Médicas da Universidade de Brasilia para
obtencdo do titulo de mestre em Ciéncias
Médicas, na area de concentracao: Ciéncias
Aplicadas em Saude.

Orientador: Prof. MD. PhD. Ciro Martins
Gomes.
Co-orientador: Prof2. Dra. Raimunda Nonata

Ribeiro Sampaio.

BRASILIA
2018



FICHA CATALOGRAFICA

Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

SSES11q

Sevilha-Santos , Lais

Quantificagdo do kDNA de Leishmania Viannia por gPCR em
diferentes profundidades de lesdes cutdneas de Leishmaniose
Tegumentar Americana / Lais Sevilha-Santos ; orientador Ciro
Martins Gomes; co-orientador Raimunda Nonata Ribeiro
Sampaio. -- Brasilia, 2018.

101 p.

Dissertagdo (Mestrado - Mestrado em Ciéncias Médicas) --
Universidade de Brasilia, 2018.

1. Leishmaniose Tegumentar Americana . 2. gPCR. 3.
Diagnéstico. 4. Camadas da pele . 5. Leishmania Viannia . I.
Gomes, Ciro Martins, orient. II. Sampaio, Raimunda Nonata
Ribeiro , co-orient. III. Titulo.




QUANTIFICACAO DO kDNA DE Leishmania Viannia POR qPCR EM
DIFERENTES PROFUNDIDADES DE LESOES CUTANEAS DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

BANCA EXAMINADORA
Presidente
Professor Dr. Ciro Martins Gomes
Universidade de Brasilia - UnB
Membros
Professor Dr. Rodrigo Gurgel Goncalves
Universidade de Brasilia - UnB
Professor Dr. Otavio de Toledo Nobrega
Universidade de Brasilia - UnB
Suplente
Professor Dr. Kleyton de Carvalho Mesquita

Tribunal Regional do Trabalho 102 Regido - TRT

29 de junho de 2018



DEDICATORIA

A0 meu pai.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por essa vida extraordinaria e por todos os
momentos em que a fé foi meu Unico conforto.

Agradeco a Profa. Dra. Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio que mesmo sem
me conhecer bem, apresentou-me ao Dr. Ciro Martins Gomes. Os dois juntos me
ensinaram que o trabalho em equipe é a forma mais compensatoéria de realizar uma
pesquisa cientifica.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Ciro Martins Gomes pela ideia do projeto
e por toda a paciéncia no modo de ensinar. Sua dedicacao a pesquisa e aos pacientes
€ inspiradora, e todos 0s seus ensinamentos foram muito importantes para a minha
formacdo.

A Viviane Medeiros Silva, que me acompanhou durante toda a execugdo do
trabalho, e ndo poupou esforcos para que eu aprendesse todas as técnicas
necessarias para o desenvolvimento da pesquisa. Tornamo-nos amigas ao longo
desses dois anos, e espero que saiba o quanto sou grata por tudo.

A Jaqueline Osiro Bergmann, amiga valiosa que aceitou o desafio de ser
pesquisadora, e contribuiu ativamente para a conclusao do trabalho. A pericia na sua
forma de trabalho foi inspiradora.

A professora Beatriz Dolabela de Lima e Agenor de Castro Moreira dos Santos
Junior, por cederem tempo, conhecimento e 0s equipamentos para a realizacdo do
trabalho.

Aos residentes, staffs e enfermeiros do setor de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia — HUB, por dedicarem tempo para que as coletas fossem
realizadas da melhor forma possivel. Em especial as residentes Dra. Karen Fernandes
de Oliveira, Dra. Natalia Souza Medeiros e Dra. Larissa Freire Segato, e as
enfermeiras Rita de Cassia Pereira Esmeralda e Nayara Daris dos Santos.

Aos pacientes que aceitaram ser incluidos na pesquisa.

Ao aluno de PIBIC Arthur Youssif Mota Arabi, pelo auxilio com as fichas
clinicas.

Ao estatistico Eduardo Freitas da Silva, pela contribuicio com a parte
estatistica.

A Natalia Aparecida de Paula, pela contribui¢do para finalizar o trabalho.
Vi



Ao técnico do laboratério, Tércio Rodrigues Pereira, pelo auxilio com a parte de
parasitologia.

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES
pela bolsa fornecida para que eu conseguisse me dedicar exclusivamente ao projeto.

A Universidade de Brasilia pela oportunidade de crescimento profissional e
pessoal.

Aos funcionarios da coordenacao e secretaria do programa de Pos-Graduacao
em Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da UnB, que estdo sempre dispostos
a responder perguntas e solucionar problemas.

A minha mae, Maria de Fatima Sevilha da Silva, por ndo poupar esfor¢os para
que eu tivesse tudo que fosse necessario ao longo dos ultimos 2 anos. Espero ser
capaz de retribuir um dia toda a sua dedicagao.

Ao meu namorado, Marcos Vinicius Nery, por ndo me deixar desistir nos
momentos mais apreensivos. Seu incentivo para que eu me tornasse uma pessoa
melhor foi fundamental ao longo dessa caminhada.

A minha familia que esta presente em todos os momentos da minha vida, o

incentivo foi fundamental para o0 meu crescimento.

vii



Uma vida sem desafios ndo vale a pena ser vivida.

Sécrates.

viii



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Esquema terapéutico para Leishmaniose cutanea localizada.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Reagentes e condicdes utilizadas para a PCR da regido ITS1.
Tabela 2. Ciclos utilizados para a amplificacéo da regido ITS1.

Tabela 3. Reagentes e condi¢des utilizadas para a amplificagéo do primer PPr e
PPf.

Tabela 4. Ciclos utilizados para a amplificagao do primer PPr e PPf.
Tabela 5. Caracteristicas demogréaficas dos grupos controle e LTA.

Tabela 6. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de IFI
dentro dos grupos.

Tabela 7. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de cultura
dentro dos grupos.

Tabela 8. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de
esfregaco dentro dos grupos.

Tabela 9. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia quanto a pesquisa
de amastigota no histopatoldgico dentro dos grupos.

Tabela 10. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia quanto a
compatibilidade histopatolégica dentro dos grupos.

Tabela 11. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de PCR
convencional dentro dos grupos.

Tabela 12. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de gPCR
dentro dos grupos.

Tabela 13. Resultados da quantificacdo, sensibilidade, especificidade e acuracia em
cada uma das camadas de pele.

Tabela 14. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes classificatérios e da
gPCR.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Titulo de artigo publicado por Eduardo Rabello no Annaes Brasileiros de
Dermatologia e Syphilographia, em 1925.

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania ssp..
Figura 3. Casos de LTA descritos ao longo do territorio brasileiro em 2015.
Figura 4. Lesédo de LC em caso atendido no ambulatério de Dermatologia do HUB.

Figura 5. Lesdo de LC localizada em caso atendido no ambulatério de Dermatologia
do HUB.

Figura 6. Lesdo de LC disseminada em caso atendido no ambulatério de
Dermatologia do HUB.

Figura 7. Les&o de LC difusa.

Figura 8. Gréafico demonstrando uma curva de L. braziliensis (vermelha) e L.
amazonensis (laranja), demonstrando o Cq e as fases ground phase, exponencial,
linear e plato.

Figura 9. Aspirado da borda da lesdo em caso atendido no ambulatério de
Dermatologia.

Figura 10. Tubos de cultura de NNN modificado.

Figura 11. Local escolhido para retirada do fragmento de pele em caso atendido no
ambulatério de Dermatologia do HUB.

Figura 12. Laminas de pesquisa de amastigotas coradas com Giemsa.
Figura 13. Separacao da epiderme, derme superior, derme inferior e hipoderme.

Figura 14. Curvas de amplificagéo realizadas com controles positivos: verde escuro =
cultura de Leishmania (L). amazonensis (Cq média = 16.33), preto = Leishmania (L).
chagasi (Cq média = 16.44) e roxo = Leishmania (V). braziliensis (Cq média = 9.28),
e controle negativo de pele sadia em verde fluorescente.

Figura 15. Demonstracdo de curvas do DNA de pele saudéavel (rosa: Cq 34.15) e
branco (verde: Cq 35.45).

Figura 16. (A) Curvas de amplificagédo e (B) curvas melting, das cepas de referéncia
utilizadas como controles positivos.

Figura 17. Curva padrao construida com L. braziliensis, demonstrando a média dos
Cq da diluicao seriada.

Figura 18. Curva de amplificacdo para confirmar extracdo das amostras negativas.
Controle positivo em rosa (pele saudavel: média Cq = 24.39) e branco em preto (média
Cq = 37.36).

Xi



Figura 19. Curva melting dos controles de pele saudavel e branco. Controle positivo
em rosa (pele saudavel: média Tm = 91.95°C) e branco em preto (média Tm =
63.98°C).

Figura 20. Fluxo dos pacientes dentro do estudo.

Figura 21. Representacéo da curva de amplificagdo em (A) e curva melting em (B),
da epiderme e derme superior do paciente 17, que demonstrou positividade nas 4
camadas de pele.

Figura 22. Representacéo da curva de amplificagdo em (A) e curva melting em (B),
da derme inferior e hipoderme do paciente 17, que demonstrou positividade nas 4
camadas de pele.

Figura 23. Representacdo da curva de amplificacdo em (A) e curva melting em (B),
da epiderme e derme superior do paciente 23, que demonstrou negatividade nas 4
camadas de pele.

Figura 24. Representacdo da curva de amplificacdo em (A) e curva melting em (B),
derme inferior e hipoderme do paciente 23, que demonstrou negatividade nas 4
camadas de pele.

Figura 25. llustragdo do comportamento da sensibilidade e especificidade. Célculo da
area sob uma curva levando em consideracéo apenas os valores de Cq.

Figura 26. Curva de amplificacéo do controle positivo em rosa (pele saudavel), branco
em preto e paciente 3 alocado para o grupo controle, em azul.

Figura 27. Curva melting de controle positivo em rosa (pele saudavel), branco em
preto e paciente 3 alocado para o grupo controle, em azul.

Figura 28. Produto da amplificacdo por ITS1 digeridos pela Haelll em amostras de
pele. MP: Marcador 100pb; (1) Paciente 21; (2) Paciente 20; (3) Paciente 19; (4)
Paciente 13; (5) Paciente 12; (6) Paciente 11; (7) Paciente 5; (8) Paciente 4; (9) Cultura
de L. braziliensis; (10) Cultura de L. chagasi; (11) Cultura de L. amazonensis; (12)
Agua ultrapura; (13) Controle negativo de sangue.

Figura 29. Produto da amplificacdo por ITS1 digeridos pela Haelll em amostras de
pele. (MP) Marcador 100pb; (1) Paciente 44; (2) Paciente 43; (3) Paciente 38; (4)
Paciente 37; (5) Paciente 33.

Xii



AUC
CDC
Cq

DF
DNA
dNTP's
ECG
fg
FIOCRUZ
FM
HUB
IC
IDRM
IFI
kDNA
LACEN
LC
LM
LTA
M
MgCL:2
mM
MP
NacCl
NNN
OMS
pb
PCR
gPCR
QR
RFLP

ROC

rRNA
Sb+5
Taq
TCLE
Tm
unB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Area under the curve (area sob a curva)

Centers for Disease Control and Prevention

Quantification cycle

Distrito Federal

Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)
Desoxirribonucleotideos fosfatados

Eletrocardiograma

Fentograma

Fundacao Oswaldo Cruz

Faculdade de Medicina

Hospital Universitario de Brasilia

Intervalo de Confianca

Intradermorreacdo de Montenegro

Imunofluorescéncia indireta

DNA do cinetoplasto

Laboratério do Centro de Saude Publica do Distrito Federal
Leishmaniose Cutanea

Leishmaniose Mucosa

Leishmaniose Tegumentar Americana

Massa molar

Cloreto de magnésio

Milimolar

Marcador de peso molecular

Cloreto de sodio

Neal Novy Nicolle

Organizacdo Mundial da Saude

pares de base

Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
Reacgédo em Cadeia da Polimerase em tempo real

Intervalo Quartil

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (Polimorfismos de
Comprimento dos Fragmentos de Restricéo)

Receiver Operating Characteristic (Caracteristica de Operacao do
Receptor)

Ribosomal ribonucleic acid (acido ribonucleico ribossémico)
Antimonio pentavalente

Thermus aquaticus

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Temperature melting

Universidade de Brasilia

Xiii



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt et e ettt teete et e ete et eneereere e 20
1.1 Historico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) .....ooooviiiiiiiiieeeeeeeiiiiiieeeeenn 20
L2 PACASITO oot 21
RSB = oo [T 0 4T ] (oo = NP 23
1.4 Clinica da leiSNMaNIOSE .......cooeiieeeeeeeeee e 24
1.4.1 LeishmanioSe CULANEA (LC) ...cevvvvuiieii e e e e e e e e e e 25
1.4.2 Leishmaniose MUCOSA (LM) ... 27
SR BT Vo] g [0 1 o o BT T P PP PPPPPPPPI 27
I I = =10 1= o (o SO UUPPPT R TPPPPPP 28
1.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) .......ccooveeiieiiiiiiien 29
2. JUSTIFICATIV A ettt ettt e e e e et e e e e e e e aennne s 32
2.1 JUSHIFICALIVA ..o 32
3. HIPOTESE DO ESTUDO.......ciiiitiitiieieee ettt sttt sttt ve st st sseneave e 33
4. OBJIETIVOS ..ottt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 34
4.1 ODJELVO GEIAL.....iiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 34
4.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...ttt a e e e 34
5. METODOLOGIA ...ttt e e e e sttt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e anebeeees 35
5.1 Local € periodo A0 ©StUAOD. .......coiiiuiiiiiiiii ettt a e e e e 35
5.2 CAICUIO @MOSIIAl ....ccceiiiiiiiece e 35
5.3 POpUIaGa0 eStUAATA ........cceeiiiiiiiieeee e 35
5.4 Critérios para alocag@o N0 grupo COM LTA ..ot 35
5.5 Critérios para alocag@o N0 grupo CONIOIE.........cccviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 36
5.6 CrItEriOS A ©XCIUSED .....uvveiiiiieiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aanbeeees 36
5.7 EXames realizados. .........coooiiiiiiiiiiii 36
5.8 Exames e procedimentos realizados para a classificagdo dos pacientes....................... 37
5.8.1 Imunofluorescéncia indireta (IF1) ... 37
5.8.2 Cultura do aspirado da I€SA0 .......ccieeeiiiiiiiicce e 37
5.8.3 Fragmento de pele para exame de esfregaco, histopatoldgico, PCR convencional
(classificatério) e PCR em tempo real (QPCR) (teste iNdiCe) ........ccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 38
R ST o 11 (0] o T= 1 (0] (o [[o o PP 39
5.8.5 ESTIEOAGCO. ..o i e 39
5.8.6 Técnica de Salt-SPlit SKIN ......cooiiiiiiii e 40
5.8.7 EXtrag8o dO DNA ... .o 40
5.8.8 Quantificag8io do DNA........coo i 40
5.8.9 PCR CONVENCIONAI ....ccciiiiiiiiciceeeee e 41
5.9 Teste avaliado (teSte INAICE) ....cevvvieiiiiieieeee e 42
5.9.1 PCR em tempo real (P CR) ... uuiii et e e e e e e e e e 42
5.9.2 Critérios de poSItiVIdAE .........ccoeiiieeeieeeeeeeee e 43
5.10 Reagédo em cadeia da polimerase / Polimorfismos de Comprimento dos Fragmentos de
RESINGAO (PCR - RFLP) e 45
5.11 gPCR para queratina Numana..............ccciiii 45
5.12 AnAlise eStatiStiCa...........cccoviiiiiiiiii 46
5.13 Comité de EtiCa €M PESOUISA .....cceiiieeeeeeieeeeee ettt eeees 47
5.14 ANAlISE d€ PrONTUANIO ....ceeeeieeeeee et 47
6. RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e nneneees 48
6.1 Caracteristicas clinicas € populacionais...............cccouvviiiiiiiiiiieeeeeee e 48
6.1.1 GrUPO CONMIOIE ..o 49
B. 0.2 GrUPO LT A e et e e ettt et e e e e ettt e e e b e et e e e re b e e 50
6.2 EXames ClasSifiCatOrios. ........oooiiiiiiiiii 50



6.2.1 Imunofluorescéncia indireta (IF1) ... 50

6.2.2 Cultura do aspirado da l€S80 ...........ccevviiiiiiiiiiii 51
ARG I ) (=T = o o TS 51
I o 11 (o] o= 1 (0] (o o o 52
6.2.5 PCR CONVENCIONAI .....ccoiiiiiiiii 53
6.3 EXAME tESTAUO ..o i 53
6.3.1 gPCR qualitativa (teSte INAICE) ........uuiiiiieiiiiiiiie e 53
6.4 Quantificagdo das camadas da Pele ... 56
6.5 Comparacédo dos resultados (testes classificatorios X qPCR) .......cccvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeee, 59
6.6 qPCR de queratina NUMaNa.............coooiiiiiiiiiii 59
ST = O o P PEPRPR 60
7. DISCUSSAD ...ttt ettt 62
7.1 Consideragdes sobre a inClus80 dOS PACIENES ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 62
7.2 Grupo controle (resultado falSo POSITIVO) ........uiiiiiiiiiiee e 62
7.3 Padronizag8o da gPCR.........cooiiii 63
7.4 Exames ClassifiCatOrios...........ouiiiiiiii i 64
7.5 Teste INAICE (QPCR) .....eiiiiiiiiie ettt e e et e e e e e eeees 64
7.6 EIMINACA0 tranSePIdEIrMICA ........ccuueiiiiieii ettt a e e e eeeee s 65
7.7 Quantificag@o das camadas da Pele ... 65
8. CONCLUSAOD ...ttt ettt ettt s ettt ettt s et et ee ettt nenens 67
8.1 CONCIUSAO INICIAL.....cceiiieeeeee e 67
8.2 Quantificagédo de protozoarios na porgéo epidérmica, dérmica superior, dérmica inferior e
no subcutaneo das bordas de UICEras CUANEAS ..........cooviiiiiiiiiiiiee e 67
8.3 Teste da acuracia diagnéstica da qPCR nas diferentes camadas da pele ..................... 67
8.4 Discussao sobre a técnica de biopsia mais adequada (profundidade necessaria) para o

(o[ E=To [ a T 1S (1ot o I F= IR NSO PPPPPPRRTPP 68
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccuiitieeeeeeeee et ava e 69
N N =@ e R POUPPRRRR 74
ANEXO 2..iiiiei ettt ettt e e e e e et e e e e e e e e e —————teaaeeeaaanttntetaaeeeeaannnraraeaaaeeaaaanns 77
F N =@ SRR PPOPPRRRR 81
F Y AN 1 PR 85
F Y AN 2 T PN 93
F Y AN I PPN 94
APENDICE L.ttt ettt ettt ettt ettt s ettt s et st se s se et e st e re st ns s en s 95
F N = N L =P 96
F Y = N[ [ =i R 97
F N = N L = P 99
APENDICE 5 ...ttt ettt ettt ettt e e te et e et e e et e e veate et et e ateena et e eaeareareeneas 101

XV



RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um grande problema de saude
publica, e no Brasil ocorreu por todo o territério nacional. Na época atual, ainda
representa um grande desafio para o clinico, pela complexidade das formas de
manifestacdo da doenca. Os exames parasitoldgicos (esfregaco e cultura) e
histopatologico apresentam uma boa especificidade diagndstica, mas uma
sensibilidade insatisfatéria, em relacdo ao exame de imunofluorescéncia indireta (IFI)
€ caracterizado pela alta sensibilidade, mas uma baixa especificidade diagndstica. A
toxicidade dos tratamentos disponiveis fundamenta a busca frequente por técnicas
mais precisas e menos invasivas no reconhecimento da LTA. Nesse estudo, utilizou-
se a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR) para quantificar o
cinetoplasto do DNA (KDNA) de Leishmania spp. em lesGes de LTA nas diferentes
camadas da pele. O estudo recrutou pacientes com suspeita clinica de LTA, no
Hospital Universitario de Brasilia — HUB. Exames de IFl, esfregaco, cultura do
aspirado da lesdo, histopatolégico e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencional foram utilizados para alocar os pacientes em dois grupos: LTA e
controle. A separacéo da epiderme da derme superior foi feita pela técnica de salt split
skin, e as demais camadas foram separadas por bisturi estéril. A gPCR foi realizada
de forma qualitativa e quantitativa utilizando os primers PPf-5’- GGC CCA CTA TAT
TAC ACC AAC CCC-3 e PPr-5-GGG GTA GGG GCG TTC TGC GAA-3’, resultando
em um amplificado de 120pb, para encontrar e quantificar o kDNA de Leishmania spp..
Foram incluidos 59 pacientes na pesquisa, sendo que 40 foram designados para o
grupo LTA e 19 para o grupo controle. Dentre todos os exames utilizados para a
alocacao dos grupos, o histopatolégico em relagdo a compatibilidade apresentou a
maior acuracia diagndstica (82,35% IC 95% = 69,75 - 90,43). A epiderme (159,1 x 10°)
e a derme superior (75,4 x 10°) respectivamente, mostraram um maior nimero de
parasitos do que na derme inferior (54,6 x 10°) e hipoderme (16,8 x 10°), porém, essa
diferenca néo foi significantiva (p > 0.05). A acurécia obtida na derme superior (77,9%
IC 95% = 65,9 - 86,7), foi significativamente maior que a acuracia das amostras da
epiderme e hipoderme (p = 0,039 em ambas as comparacdes). No grupo LTA, a maior
sensibilidade alcancada foi nas amostras da derme superior (67,5% IC 95% = 50,9 -

81,43), e no grupo controle, a epiderme, derme superior e hipoderme alcancaram

XVi



100% (IC 95% 82,3 - 100 /82,5 - 100/ 81,5 - 100) de especificidade. Futuros estudos
sobre a eliminacéo transepidérmica como mecanismo de defesa do parasito, devem
levar em consideracdo o KDNA de Leishmania spp. encontrado na epiderme no
presente estudo. Concluiu-se que técnicas de coletas mais superficiais e menos
invasivas sao suficientes para encontrar um grande numero de parasitos de

Leishmania spp..

Palavras-chave: Leishmaniose; qPCR; kDNA; Quantificacdo; Leishmania spp.;
Saude publica; LTA.

XVii



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a major public health problem, and in
Brazil occurred throughout the national territory. At the present time, it still represents
a great challenge for the clinician, due to the complexity form of the manifestation of
the disease. Parasitological (smear and culture) and histopathological exams have
good diagnostic specificity, but an unsatisfactory sensitivity, in relation to indirect
immunofluorescence (IFl) is characterized by high sensitivity, but low diagnostic
specificity. The toxicity of the available treatments fundamental the frequent search for
more accurate and less invasive techniques in the recognition of ATL. In this study,
was used the real-time Polymerase Chain Reaction (QPCR) to quantify the DNA
kinetoplast (KDNA) of Leishmania spp. in ATL lesions on different layers of the skin.
The study recruited patients with clinical suspicion of ATL at the University Hospital of
Brasilia - HUB. IFI exams, smear, culture of the aspirate of the lesion, histopathological
and conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) were used to allocate the patients
in two groups: ATL and control. The separation of the epidermis from the upper dermis
was done by the salt split skin technique, and the other layers were separated by sterile
scalpel. The gPCR was performed of form qualitative and quantitative using primers
PPf-5'-GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC-3 'and PPr-5-GGG GTA GGG GCG
TTC TGC GAA-3', resulting in an amplification of 120pb, to find and quantify the KDNA
of Leishmania spp.. Were included 59 patients in the study, of whom 40 were assigned
to the ATL group and 19 were assigned to the control group. Among all the tests used
for the allocation of the groups, the histopathological aspeets-in relation to compatibility
showed the highest diagnostic accuracy (82.35% Cl 95% = 69.75 - 90.43). The
epidermis (159.1 x 106) and the upper dermis (75.4 x 106), respectively, showed a
higher number of parasites than in the lower dermis (54.6 x 106) and hypodermis (16.8
x 106) however, this difference was not significant (p> 0.05). Accuracy achieved in the
upper dermis (77.9% CI 95% = 65.9-86.7) was significantly higher than the accuracy
of the epidermis and hypodermis samples (p = 0.039 in both comparisons). In the ATL
group, the highest sensitivity was found in the samples of the upper dermis (67.5% CI
95% = 50.9 - 81.43), and in the control group, the epidermis, upper dermis and
hypodermis reached 100% % 82.3 - 100/ 82.5 - 100/ 81.5 - 100) of specificity. Future

studies on transepidermal elimination as a defense mechanism of the parasite should
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take into consideration the KDNA of Leishmania spp. found in the epidermis in the
present study. Was concluded that more superficial and less invasive collection

techniques are sufficient to find large numbers of parasites of Leishmania spp ..

Keywords: Leishmaniasis; gPCR; kKDNA; Quantification; Leishmania spp..; Public
health; ATL.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é considerada um grave problema da saude publica. Caracterizada como
uma antropozoonose e considerada uma das seis doencas infecto parasitarias de
maior importancia mundial, principalmente pela sua grande capacidade de produzir
deformidades (BRASIL, 2017).

No Brasil, possivelmente foi descrita pela primeira vez no trabalho apresentado
pelo médico dermatologista Juliano Moreira com o titulo: “Existe na Bahia o botédo de
Biskra?: estudo clinico”, na sesséo do dia 30 de dezembro de 1894 da Sociedade de
Medicina e Cirurgia da Bahia, que em 1895 foi publicada na Gazeta Medica da Bahia
(Moreira, 1895a, p.254-258). Neste trabalho, Moreira se baseou nos numerosos casos
clinicos e apresentou uma descri¢cdo detalhada das formas clinicas, afirmando pela
primeira vez no Brasil a existéncia do botdo de Biskra, relacionando com o botdo ou
Ulcera do Oriente ou botdo endémico dos paises quentes. Essa foi provavelmente a
primeira descricdo de casos clinicos no Brasil sobre a LTA cutdnea (JACOBINA,;
GELMAN, 2008).

Em 1909, ocorreu a confirmacédo da presenca de formas de Leishmania em
Ulceras cutaneas e nasobucofaringeas por Lindenberg, que encontrou 0s parasitos
em trabalhadores de areas em desmatamento de regides que estavam em construcao
de rodovias no interior de Sdo Paulo. Em 1911, Splendore diagnosticou a forma
mucosa de LTA e Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania braziliensis.
O papel do flebotomineo na transmissao da doenca so6 foi descrito posteriormente em
1922 por Aragdo. Em 1925, Eduardo Rabello publicou um estudo que descrevia a
sinonimia da doencga (Figura 1). Roedores silvestres parasitados foram encontrados
em areas florestais de S&o Paulo, por Forattini no ano de 1958 (VALE; FURTADO,
2005; BRASIL, 2017).

Apesar de todos os estudos realizados sobre a Leishmaniose ao longo dos
anos, uma série de questdes ainda ndo foram totalmente esclarecidas e tornaram-se

preocupacoes relevantes nos dias atuais.

20



ANNAES BRAS. DE DERMATOLOGIA E SYPHILOGRAPHIA 3

—

‘MEMORIAS GiiGINAES

Contribuigdes ao estudo da leishmaniose
tegumentar no Brasil

I — Historico e synonimia
por Ed. Rabello

Professor de Chnica Dernmnlologica
na Pacaldade de Mecicina do Rio

Figura 1. Titulo de artigo publicado por Eduardo Rabello no Annaes Brasileiros de Dermatologia e
Syphilographia, em 1925.
Fonte: Vale; Furtado, 2005.

1.2 Parasito

Protozoarios do género Leishmania sdo os responsaveis por causar a doenca,
gue se manifesta na pele e na mucosa do homem infectado pela forma promastigota
do parasito. O flebotomineo fémea € responsavel por transmitir a LTA para o
hospedeiro definitivo através da picada (RANGEL; LAINSON, 2003; PITA-PEREIRA
et al., 2009).

O protozoario pertence a filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem
Tripanosomatida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania. E um parasito que
pode ser encontrado em duas formas, uma no tubo digestivo do inseto vetor
(promastigotas), e outra observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados
(amastigotas) (CAVALIER-SMITH, 2016).

Atualmente sdo reconhecidas 11 espécies de Leishmania causadoras de
doenca humana e 8 descritas apenas em animais. No Brasil, ja foram descritas 6
espécies do subgénero Viannia e 1 do Leishmania. As trés principais espécies
identificadas causando infeccdo atualmente sdo: Leishmania Viannia braziliensis,
Leishmania Viannia guyanensis e Leishmania Leishmania amazonensis (CERUTTI et
al., 2017; BRASIL, 2017).

Os vetores responsaveis pela transmissao da doenca pertencem a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (GALATI, 2003).

O ciclo de vida do parasito € digenético (heteroxénico), ou seja, 0 parasito vive
alternadamente nos hospedeiros vertebrados e nos insetos vetores (Figura 2). Nos

hospedeiros vertebrados, os parasitos assumem a forma amastigota (sem flagelo) que
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se multiplica, exclusivamente dentro das células do sistema fagocitico mononuclear,
rompendo os macrofagos e liberando formas amastigotas que serdo fagocitadas
novamente por outros macréfagos. Nos invertebrados, os parasitos vivem no meio
extracelular, na luz do trato digestivo, onde diferenciam-se em formas flageladas e sé&o
posteriormente inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado (GONTIJO; CARVALHO,
2003).

Flebotomineo Humanos
Picada do flebotomineo
Y (inoculagdo das formas F
Eromastigotas promastigotas na pele) e PRS

promastigotas
sdo fagocitadas
por macréfagos
ou outros tipos
de células

fagociticas
mononucleares o

Promastigotas se transformam em

H formas amastigotas

dividem-se no

o intestino e migram /
para a probdscide

W

~

Estagio no intestino
(amastigotas se transformam em promastigotas)
ow @

\ p & e fsn
e
°5 — 0
@& SN : , o
e @a 2 Amastigotas multiplicam-se nas
o o \ 3 células de varios tecidos e
- » ] V infectam outras células

Ingestdo de

células e
parasitadas homem infectado é picado por flebotomineo

(ingerem macréfagos infectados com
amastigotas)

A = estagio infectante A = estagio diagndstico

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania ssp..
Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2013.

A forma clinica de como a LTA se manifesta esta associada a resposta imune
do hospedeiro e das espécies infectantes de Leishmania spp. (JARA et al., 2013).

De acordo com o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
disponibilizado pelo Ministério da Saude no ano de 2017, a identificagdo das espécies
€ um dos fatores que deve ser levado em consideracdo na definicdo do curso do
tratamento de casos confirmados com a doenca. Essa nova manobra para se definir
0 curso de tratamento aumenta a necessidade da implementacdo de técnicas de
biologia molecular, que nos permite identificar o DNA do parasito, permitindo assim a

identificagdo das espécies.
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Um método diagndstico preciso e que permita a diferenciacdo entre as
espécies de Leishmania ainda nédo foi descrito. Um alvo que permite a deteccdo do
parasito com uma alta sensibilidade € o cinetoplasto de DNA (KDNA), que € uma
regido altamente conservada do DNA mitocondrial do parasito (CECCARELLI et al.,
2014). Estudos que desenvolveram ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional ou PCR em tempo real, utilizando o kDNA como alvo,
apresentaram uma alta sensibilidade na deteccéo, diferenciacdo e na quantificagao
das espécies de Leishmania (JARA et al., 2013).

1.3 Epidemiologia

A Leishmaniose Tegumentar tem uma ampla distribuicio no Continente
Americano, registrando casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, com excecdo do Chile e do Uruguai. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) considera que 350 milhGes de pessoas estdo em risco de contrair esta doenga.
No Brasil, ha registro de casos em todo o territério nacional (Figura 3), e € considerada
uma doenca de carater ocupacional, que possui uma diversidade de agentes,
hospedeiros, reservatérios e vetores resultando em um complexo padrao de
transmiss&o que dificulta o controle (CURTI et al., 2009; NEGRAO; FERREIRA, 2014).

O avanco migratorio de areas urbanas para areas que sao o habitat natural do
vetor Lutzomyia proporciona um aumento na proliferacdo e aumenta o risco de
infecgao por Leishmania na regidao urbana (BARCAROL et al., 2011).

A LTA é uma doenca de notificacdo compulséria no Brasil, onde todo caso
confirmado deve ser notificado e investigado pelos servicos de saude. A notificacdo

permite quantificar os casos de pessoas afetadas pela LTA.
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1 PONTO = 1 CASO

Fonte: SVS/MS

Figura 3. Casos de LTA descritos ao longo do territorio brasileiro em 2015.
Fonte: Brasil, 2017.

No entanto, os casos notificados oficialmente ndo simulam a situacéo real da
evolucédo da doenca em determinadas regides. A demora para procurar o sistema de
saude e o dificil diagnéstico séo alguns dos motivos que tornam a notificacéo tao dificil
(NEGRAO; FERREIRA, 2014).

1.4 Clinica da leishmaniose

As manifestacdes clinicas de LTA apresentam um amplo espectro de sinais e
sintomas, que acabam por tornar o reconhecimento da doenca ainda mais dificil.
Considerando a area afetada pela picada do flebotomineo e a espécie responsavel
pela infeccdo, a manifestacdo pode acontecer, principalmente, de trés formas:
cutdnea-mucosa, cutdanea ou mucosa (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-
KONIDAS, 2010; CERUTTI et al., 2017).
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1.4.1 Leishmaniose cutanea (LC)

Uma Ulcera tipica de LC localiza-se em areas expostas da pele e no geral é
indolor (Figura 4). Apresenta um formato ovalado ou arredondado, com base
eritematosa, infiltrada e com bordas delimitadas e elevadas. Quando nao tratadas, as
lesbes podem progredir para cura espontanea ou permanecer ativas por varios anos,
levando ao comprometimento mucoso (BRASIL, 2017).

Figura 4. Lesdo de LC em caso atendido no ambulatério de Dermatologia do HUB.
Fonte: Hospital Universitario de Brasilia — HUB, 2017.

A LC pode ser classificada dentro das seguintes formas clinicas:

e Leishmaniose cutanea localizada: apresenta-se no estagio inicial com um
ponto eritematoso no local onde ocorreu a picada do flebotomineo. A evolucao
acontece ao longo de 12 semanas e leva ao desenvolvimento de uma papula.
No periodo de 6 meses ocorre formagéo da Ulcera (Figura 5). Podem aparecer
uma ou varias lesdes (GUIMARAES et al., 2005).

Figura 5. Lesdo de LC localizada em caso atendido no ambulatério de Dermatologia do HUB.
Fonte: Hospital Universitario de Brasilia — HUB, 2017.
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e Leishmaniose cuténea disseminada: a forma cutanea disseminada ocorre
em 2% dos casos. Apresenta lesfes papulares com aparéncia acneiforme,
porém € caracterizada pelo surgimento de mais de 10 les6es podendo chegar
a centenas. A disseminacgdo provavel por via hematica ou linfatica € posterior
ao surgimento das primeiras lesfes, que possuem caracteristicas semelhantes
a LC localizada. Essa forma clinica também é conhecida por desenvolver
lesbes na mucosa simultdneas a lesdo de pele (Figura 6) (BRASIL, 2017;
CERUTTI et al., 2017).

Figura 6. Leséo de LC disseminada em caso atendido no ambulatorio de Dermatologia do HUB.
Fonte: Hospital Universitario de Brasilia — HUB, 2016.

e Leishmaniose cutanea difusa: é a forma clinica rara e grave causada pela L.
amazonensis. Desenvolve-se em pacientes com deficiéncia especifica na
resposta imune celular a antigenos de Leishmania e anergia. Manifesta-se com
uma unica lesdo ou extensas placas difusas, que quase nunca apresentam
ulceracao (Figura 7) (VIANA et al., 2013).

Figura 7. Leséo de LC difusa.
Fonte: Brasil, 2017.

e Formarecidiva cutis: apos a cicatriza¢do da leséo inicial, ocorre a ativacédo da
lesdo nas bordas mantendo o fundo cicatricial (BRASIL, 2017).
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1.4.2 Leishmaniose mucosa (LM)

A forma mucosa esta fortemente associada a espécie de L. braziliensis, e sao
encontradas lesbes ulceradas nas mucosas das vias aéreas superiores, quase
sempre associadas as deformidades na face. A forma classica de LM é secundaria a
lesdo cutanea (GOMES et al., 2014). As condi¢Oes que favorecem o avanco da LC
para LM ainda ndo sdo totalmente conhecidas, porém um tratamento primario
inadequado e a demora da cicatrizacdo da lesao inicial, sdo fatores que contribuem
para o desenvolvimento da LM. Na maioria dos casos a LM atinge a mucosa nasal
com acometimento do septo ou a mucosa oral, e ambas apresentam um alto risco de
levarem a deformidades permanentes (GONTIJO; CARVALHO, 2003; GARBIN et al.,
2017).

1.5 Diagndstico

O diagndstico da LTA consiste em uma associacdo de critérios clinicos e
laboratoriais, porém ainda nao foi estabelecido um exame que possa ser considerado
0 padrdo ouro para o diagnoéstico da doenca (GOMES et al., 2014). As técnicas
laboratoriais envolvem exames parasitologicos e imunologicos. Os exames
parasitolégicos englobam a busca direta do parasito, o isolamento do mesmo em
cultura e o histopatoldgico. Sdo exames que apresentam boa especificidade, mas uma
sensibilidade insatisfatéria. O exame imunolégico é representado pela
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), e o sorolégico pela Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), ambos caracterizados pela varidvel sensibilidade, e uma baixa
especificidade diagndstica (SILVA et al., 2012; GOMES et al., 2014; BONI et al., 2017).

Estudos revelaram que técnicas de biologia molecular, principalmente a PCR,
agregam boa sensibilidade, especificidade e melhor acuracia em comparacdo aos
exames imunoldgicos e parasitoldégicos. Nesse contexto, o emprego de técnicas
baseadas em PCR no diagnéstico de Leishmaniose tem se mostrado bem
promissoras (SILVA et al., 2012; SATOW et al., 2013; BONI et al., 2017).

A gPCR vem sendo utilizada na analise quantitativa do protozoario na lesao de
LTA. Esta andlise é Gtil na monitoragdo da resposta a terapia leishmanicida (JARA et
al.,, 2013). Em estudos, foram demostrados que swabs superficiais na leséo

apresentavam maiores quantidades de Leishmania que esfregacos a partir de uma
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amostra de biépsia, porém, néo foi acertada a variacdo dessa quantificacdo conforme
a profundidade da lesdo (SHARQUIE; HAMEED, 2012). Apesar de a maioria dos
estudos relatarem a pesquisa do parasito a nivel dérmico, o envolvimento subcutaneo,
ou seja, a lesdo na camada adiposa, parece ser um importante achado na LTA
(NEUVIANS et al., 2005).

Uma técnica de coleta adequada também é essencial para aumentar a acuracia
no diagnostico de LTA. Recentes estudos demonstraram que existem variacdes na
quantidade de protozoérios encontrados, dependendo do sitio de coleta e método
aplicado. Mesmo em técnicas de alta sensibilidade, como a gPCR, pode-se alcancar
variacbes em sensibilidade e especificidade, decorrentes da técnica e do local da
les&o onde foi coletada a amostra (SHARQUIE; HAMEED, 2012).

1.6 Tratamento

A droga de primeira escolha é o antimdnio pentavalente (Sb+5) (Quadro 1), que
encontram-se disponiveis como antimoniato de meglumina e estibogluconato de
sédio, sendo que o ultimo n&o é comercializado no Brasil. Recomenda-se que a dose
deste antimonial seja calculada em mg Sb + 5/ kg / dia (BRASIL, 2017). O tempo de
tratamento depende da forma clinica, e em alguns casos os pacientes sé evoluem
para cura apés a tentativa de varios outros esquemas terapéuticos (PELISSARI et al.,
2011).

A anfotericina B e Isotionato de pentamidina s&o as drogas de segunda escolha
para o tratamento de LC quando os pacientes estdo infectados por L. braziliensis e
outras espécies, exceto L. guyanensis. Sdo medicamentos indicados quando ocorrem
caso de contraindicacdo ou resisténcia aos antimoniais (LIMA et al., 2007; BRASIL,
2017).

A anfotericina B e pentamidina sdo drogas nefrotoxicas e por esse motivo &
indispensavel a avaliacéo renal no caso de uso. J& os antimoniais sé@o cardiotéxicos e
tornam a avaliacéo do eletrocardiograma (ECG) indispensavel durante o tratamento,
independente da presenca de fatores de risco associados (LIMA et al., 2007). Os
medicamentos utilizados para o tratamento de LTA s&o toxicos e podem desencadear
diversos efeitos adversos, aumentando assim a necessidade de um diagndstico
preciso (PELISSARI et al., 2011).
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Quadro 1. Esquema terapéutico para Leishmaniose cutanea localizada.

Leishmaniose Cutanea Localizada - Pacientes infectados por
Leishmania braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis.

Forma clinica Terapéutica

Primeira escolha

+ Antimoniato de meglumina EV ou IM: para pacientes de todas
as regides brasileiras, exceto aqueles com comorbidade renal,
hepatica ou cardiaca, gestantes e com idade maior ou igual a 50
anos.

Lesdo tinica ou * Anfotericina B lipossomal: para pacientes com idade a partir de
maltipla de qualquer 50 anos; com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica de qualquer
tamanho e localizacao idade; transplantados renais, cardiacos ou hepaticos; gestantes de

qualquer idade.

Segunda escolha
« Desoxicolato de anfotericina B.
* Isetionato de pentamidina, exceto em gestantes e lactantes.

Lesdo tnica com Primeira escolha

ke 1 c0 Mo g e Todas as indicagoes de primeira escolha recomendadas para

maior didmetro, lesdo Gni iltipla d | t ho e localizaga
S5 ks esdo Unica ou multipla de qualquer tamanho e localizagao.

localizacao, exceto e Outra opcao: antimoniato de meglumina intralesional.
cabecga e regioes
periarticulares,

. : p Segunda escolha

incluindo recidiva e

cltis e sem « Todas as indicages de segunda escolha recomendadas para
imunossupressao. lesao unica ou multipla de qualquer tamanho e localizagao.

Fonte: Brasil, 2017.

1.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real (QPCR) é uma técnica bem estabelecida para a deteccao
e gquantificacdo de diferentes microrganismos, e pode ser usada com diferentes
finalidades. Pelo fato de ser capaz de identificar um fragmento especifico de DNA, tem
sido bastante utilizada para o diagnéstico de patdégenos (KRALIK; RICCHI, 2017). A
utilizacdo da gPCR no diagndstico de doencas infecciosas e parasitarias marca um
importante avanco tecnolégico (HOLLAND et al.,1991).

A gPCR baseia-se no uso de sondas ou corantes fluorescentes que permitem
0 acompanhamento em tempo real da amplificacdo de alvos desejados no DNA
(ALEXANDRE, 2015). O termociclador é responsavel por recolher a emissédo da
fluorescéncia e transferir esses dados para um software que faz a leitura final da
reacao (COELHO, 2013).

A gPCR possui quatro fases: ground phase, exponencial, linear e platbé (Figura
8). O ponto em que o nivel da fluorescéncia chega ao limiar da fase exponencial é

chamado de threshold. O threshold equivale ao nimero de ciclos que sdo necessarios
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para que a fluorescéncia seja detectavel pelo software, ou seja, para que a reacao
transponha o limiar estabelecido. Esse momento é chamado de Quantification cycle
(Cq) (KUBISTA et al, 2006; COELHO, 2013).

—_—
FASE PLATO

ARN

Figura 8. Gréfico demonstrando uma curva de L. braziliensis (vermelha) e L. amazonensis (laranja),
demonstrando o Cq e as fases ground phase, exponencial, linear e platé.
Fonte: Acervo pessoal.

O valor de Cq € inversamente proporcional ao nimero de moléculas de DNA,
ou seja, quanto menor o niumero do Cqg, maior a quantidade de DNA presente na
reacdo. Uma das formas de se quantificar o DNA é utilizar amostras com
concentracfes conhecidas para a elabora¢do de uma curva padréao, onde é realizada
uma diluicdo seriada. A precisdo no Cg dessas amostras permite que amostras com
concentractes de DNA desconhecidas sejam comparadas com a curva padrao, sendo
assim facilmente calculadas (COELHO, 2013).

O SYBR Green é um corante que se liga de forma inespecifica a fita dupla de
DNA, formada durante a amplificacdo. E um dos corantes mais utilizados na pratica.
Possui cianina, que quando se liga as moléculas de DNA, emite fluorescéncia
(ALEXANDRE, 2015).

A reacao também pode ser feita utilizando o sistema TagMan, que é uma sonda
possuidora de um fluor6foro (reporter) ligado na extremidade 5’, responsavel pela
fluorescéncia emitida, e um quencher localizado na extremidade 3’. A fluorescéncia
emitida é lida pelo detector de sinal luminoso e por um amplificador de sinal a cada
ciclo da amplificacdo, tracando um grafico com a absorcdo obtida (KUBISTA et al.,
2006).

A metodologia do gPCR que utiliza SYBR Green oferece uma 6tima alternativa
por apresentar um custo acessivel e ser considerada de facil aplicacdo. Essa
metodologia apresenta a desvantagem de se ligar de forma inespecifica ao longo de
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toda a cadeia de DNA, inclusive a dimeros de primers, levando a uma amplificacéo
inespecifica. Para tentar corrigir essa amplificacédo inespecifica é feita uma analise da
curva melting (Tm), que corresponde ao ponto em que 50% do DNA encontra-se em
fita simples. A curva melting varia de acordo com a quantidade de guanina-citosina
presente, da temperatura de dissociacao e da ordem em que se encontra a sequéncia
de DNA (ALEXANDRE, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

2.1 Justificativa

A intensa reacdo inflamatdria gerada pela Leishmania spp. reduz a
sensibilidade dos exames parasitoldgicos e das técnicas de biologia molecular. Deve-
se considerar também que a falta de acesso a salde da populagéo afetada atua como
um entrave para o diagnéstico utilizando técnicas altamente sensiveis. Os conceitos
previamente expostos e a toxicidade dos tratamentos disponiveis justificam a busca
frequente por técnicas mais precisas e menos invasivas no reconhecimento da LTA.
Nesse estudo, utilizamos a gPCR para quantificar o KDNA de Leishmania spp. na
epiderme, derme superior, inferior e no tecido subcutaneo de pacientes com LTA.
Tendo como finalidade apresentar a melhor profundidade em que a bidpsia deve ser
realizada nas les6es e aumentar a acuracia do teste de gPCR para o diagndstico de
LTA.
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3. HIPOTESE DO ESTUDO

Camadas de pele mais superficiais, ou seja, amostras menos invasivas
apresentariam uma maior quantidade de parasitos que amostras mais invasivas.
Consequentemente, amostras coletadas em regiées mais superficiais aumentariam a
sensibilidade e acuracia para os testes moleculares e parasitolégicos no diagnostico
da LTA.

33



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar a melhor profundidade para deteccdo de Leishmania spp. nas

diferentes camadas da pele em lesdes cutaneas de LTA.

4.2 Objetivos especificos

A. Quantificar protozoarios do género Leishmania na porcdo epidérmica, dérmica
superior, dérmica inferior e no subcutaneo das bordas de Ulceras cutaneas de lesdes
de LTA;

B. Testar a acuracia diagnostica da gPCR nas diferentes camadas da pele;

C. Discutir sobre a técnica de biépsia mais adequada (profundidade necessaria) para
o diagndstico da LTA.
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5. METODOLOGIA

5.1 Local e periodo do estudo

O presente estudo esta em conformidade com o STARD 2015 (Anexo 1), que
contém uma lista atualizada de itens essenciais para estudos de precisao diagndéstica
(BOSSUYT et al.,, 2015). Os pacientes foram recrutados no ambulatorio de
Leishmaniose do Hospital Universitario de Brasilia - HUB de julho de 2016 a junho de
2017.

5.2 Céalculo amostral

A populacédo alvo foi definida com base na guantidade de pacientes com
suspeita clinica de LTA que frequentaram a clinica de dermatologia no HUB, durante
o periodo de um ano. A prevaléncia estimada de LTA nesta populacéo foi de 60%.
Utilizando tabelas e férmulas, o limite de confianca minimo aceitavel inferior foi de 0,5
(1 - a) (FLAHAULT; CADILHAC; THOMAS, 2005). Dessa forma, foi recomendada a
inclusdo minima de 20 pacientes com LTA e 13 controles.

5.3 Populagéo estudada

Foram incluidas, consecutivamente, amostras de pele de pacientes com
suspeita de LTA e que realizaram previamente o diagndstico clinico para inclusdo. Os
critérios diagnosticos (padrdo ouro) de LTA seguiram especificacbes previamente
descritas por Gomes e colaboradores em 2014, por meio da definicdo do padrao

composto de referéncia (diagndstico clinico, soroldgico, parasitolégico e molecular).

5.4 Critérios para alocagao no grupo com LTA

Os pacientes foram alocados para o grupo com LTA quando apresentaram pelo
menos um teste parasitologico (esfregaco, cultura ou histopatoldégico com presenca
de formas amastigotas) ou molecular positivo (PCR). Alternativamente, os pacientes
também foram alocados para o grupo LTA quando apresentaram um exame

histopatoldégico compativel ou uma IFI positiva, sem qualquer confirmacdo de um
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diagnéstico diferencial, e uma resposta completa ao tratamento especifico (antimonial

pentavalente).

5.5 Critérios para alocacdo no grupo controle

Os pacientes foram alocados para o grupo controle (doencas que fazem
diagnéstico clinico diferencial com a LTA) quando nenhuma das condi¢cbes acima
foram cumpridas, e o diagndstico diferencial alternativo foi confirmado pela cultura e
exame histopatolégico compativel com outras doencas causados por micobactérias e

fungos.

5.6 Critérios de excluséao

Foram excluidos pacientes que apresentaram alguma das caracteristicas
descritas abaixo:

e Menores de 18 anos;

e N&o assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice 1);

e Pertencentes a comunidades indigenas;

e Historico de Leishmaniose mucosa (LM);

e Previamente tratados para Leishmaniose ha menos de 1 ano;

e Pacientes imunossuprimidos (uso de drogas imunossupressoras ou doencas

como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida).

5.7 Exames realizados

ApOs a suspeita clinica todos os pacientes foram submetidos aos exames:
e Imunofluorescéncia indireta;
e Cultura do aspirado da leséo;
e Esfregaco;
e Histopatoldgico de fragmento de pele total;
e PCR convencional de fragmento de pele total;

e PCR em tempo real (teste indice) das camadas da pele separadas.
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5.8 Exames e procedimentos realizados para a classificacdo dos pacientes

5.8.1 Imunofluorescéncia indireta (IFl)

As amostras de sangue venoso coletadas dos pacientes foram enviadas ao
Laboratorio do Centro de Saude Publica do Distrito Federal - Lacen, onde o exame é
realizado apds a separacao do soro.

O exame de IFI consiste na deteccdo de anticorpos contra Leishmania no soro
humano. E um teste que se baseia na reacgéo de soros com a presenca dos parasitos
(Leishmania), quando em contato com o soro humano. A reagdo € evidenciada ap0s
a adicdo de um conjugado fluorescente, com anti-lgG humano marcado com
isotiocianato de fluoresceina, produzido pela Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ
(Biomanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), pré-diluido 1:150 em solucdo de Azul de
Evans a 0,1%. ApOs a preparacao do material, a leitura é feita por fotomicroscopia, e
a IFl é considerada positiva quando apresenta titulagcdes iguais ou superiores a 1:40
(GOMES, 2014).

5.8.2 Cultura do aspirado da leséo

Foi realizado um aspirado da borda da lesdo com seringa estéril de 1mL
contendo 500uL de solugdo salina acrescida com gentamicina a 0,2% (Figura 9). O
aspirado era imediatamente dividido em dois tubos contendo o meio de cultura NNN
(Novy, Neal, Nicolle) modificado (Figura 10), e incubados em estufa de 24-26°C
(SILVA, 2012). A pesquisa das formas promastigotas foi realizada em microscépio

invertido (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), durante 30 dias apés a realizacao.

Figura 9. Aspirado da borda da leséo em caso atendido no ambulatério de Dermatologia.
Fonte: Hospital Universitario de Brasilia — HUB, 2018.
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Figura 10. Tubos de cultura de NNN modificado.
Fonte: Acervo pessoal.

5.8.3 Fragmento de pele para exame de esfregaco, histopatolégico, PCR
convencional (classificatorio) e PCR em tempo real (QPCR) (teste indice)

A biopsia incisional foi realizada apds assepsia, antissepsia (realizada com
clorexidina alcodlica 0,5%) e anestesia local com solucao de lidocaina a 2%. O local
escolhido para obtencédo da amostra foi a borda da leséo (Figura 11). O fragmento foi
coletado por biépsia incisional de 0,5 x 0,5cm, e dividido em trés partes destinados ao
esfregaco, histopatolégico e a PCR (convencional e tempo real).

Figura 11. Local escolhido para retirada do fragmento de pele em caso atendido no ambulatério de
Dermatologia do HUB.
Fonte: Hospital Universitario de Brasilia — HUB, 2017.
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5.8.4 Histopatolé6gico

Apos coleta, o fragmento foi conservado em 20mL de formol 20% e destinado
ao setor de Anatomia Patologica do HUB. O histopatologico foi considerado positivo
com base em dois critérios, quando ocorreu a visualizacdo das formas amastigotas
do parasito e quando constatada a presenca de altera¢des cutaneas compativeis com
LTA (erosao, hiperplasia pseudoepiteliomatosa e linfo-plasmo-histiocitaria) (GOMES,
2014).

5.8.5 Esfregaco

Com o fragmento destinado ao esfregaco, foram realizados seis imprints em
duas laminas de borda fosca. As laminas foram fixadas com alcool metilico e coradas
com Giemsa (Figura 12).

Apbs coradas, a pesquisa de forma amastigota do parasito de Leishmania foi
realizada por microscopio optico em objetiva de imersdo com aumento de 1000x. O
exame foi considerado positivo quando observada presenca de formas amastigotas
(SILVA, 2012).

L BB | G £ -
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Figura 12. Laminas de pesquisa de amastigotas coradas com Giemsa.
Fonte: Acervo pessoal.
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5.8.6 Técnica de salt-split skin

Um fragmento de pele coletado foi dividido, de forma transversal, em quatro
partes assim denominadas: epiderme, derme superior, derme inferior e hipoderme.

A separacédo da epiderme da derme superior, foi realizada pela técnica de salt-
split skin que consiste em incubar a pele normal humana em solug&o de cloreto de
sédio a 1,0M (NaCl 1,0M) de 72 a 120 horas, a 4°C (ABHISHEK; RAGHAVENDRA;
BALACHANDRAN, 2010). ApGs a técnica, as mesmas foram separadas com o auxilio
de bisturi estéreo. A separacdo das demais camadas ocorreu de forma visual por

bisturi estéril (Figura 13).

Epiderme Derme superior Derme inferior Hipoderme
\ J \ J
Y |
Salt-split skin Bisturi estéril

v

Bisturi estéril

Figura 13. Separacgéo da epiderme, derme superior, derme inferior e hipoderme.
Fonte: Acervo pessoal.

5.8.7 Extragcdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras foi realizada pelo Kit comercial NucleoSpin®
Tissue (MACHEREY-NAGEL, GmbH & Co. KG, Duren, Alemanha).

5.8.8 Quantificagcdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada no Laboratorio Interdisciplinar de
Biociéncias da UnB, no espectrofotometro Nanovue™ plus (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom).
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5.8.9 PCR convencional

Um pool das camadas da pele anteriormente separadas foi feito para realizar a
PCR convencional. O primer foi escolhido para amplificar a regido intergénica ITS1 do
gene rRNA (PR 280: 5- CTGGATCATTTTCCGATG -3 e PR281: 5'-
TGATACCACTTATCGCACTT -3’) (SANCHES et al., 2016). As reac0es de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador Esco Swift-Maxpro (Horsham, PA, USA) com um
volume final de 30uL. As reacdes de amplificacdo e a solucdo de trabalho foram
realizadas como descritas na tabela 1 e 2. O amplificado foi visualizado sobre gel de
agarose a 2% corado com GelRed (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, Jaguara, Sao
Paulo ).

Tabela 1. Reagentes e condi¢des utilizadas para a PCR da regido ITS1.

Reagentes Concentragéo Sistemas
Tampaéo 10X 6uL
dNTP's 2mM 3uL
MgCl, 50mM 1,8uL
PR280 10mM 1,0pL
PR281 10mM 1,0pL
Taqg DNA polimerase 5U/uL 0,5uL
Agua ultrapura 11,7uL
DNA 100ng 5uL
Volume final 30uL
Tabela 2. Ciclos utilizados para a amplificacéo da regido ITS1.
Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 94°C 1 min 1x
Desnaturacéo 94°C 30s
Anelamento 56°C 30s 35x
Extenséo 72°C 40 s
Extenséo final 72°C 1 min 1x
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5.9 Teste avaliado (teste indice)

5.9.1 PCR em tempo real (QPCR)

Os ensaios qualitativos e quantitativos de gPCR foram realizados utilizando
SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e primers para amplificar o
kKDNA dos subgéneros Leishmania (Viannia) e Leishmania (Leishmania) do parasito.
Os primers escolhidos PPf-5- GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC-3’ e PPr-5'-
GGG GTA GGG GCG TTC TGC GAA-3’, resultaram em um produto amplificado de
120pb (PITA-PEREIRA et al., 2012). As reacdes foram realizadas com um volume
final de 10uL, e de acordo com a tabela 3. A amplificacdo foi feita com uma
temperatura inicial de 95° por 20s, seguida de 40 ciclos de 95° por 3s, 55° por 10s e
60° por 30s (Tabela 4). As amplifica¢cées foram processadas utilizando o termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O melting foi processado

com incrementos de 0,3°C a partir de 55°C a 95°C.

Tabela 3. Reagentes e condic¢des utilizadas para a amplificacéo do primer PPr e PPf.

Reagentes Concentragéo Sistemas

SYBR Green PCR 1X 5uL
master mix

PPr 1mM 0,2uL
PPf 1mM 0,2uL
Agua ultrapura 0,6uL
DNA 10ng 4uL
Volume final 10uL

Tabela 4. Ciclos utilizados para a amplificagdo do primer PPr e PPf.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 20s
95°C 3s
55°C 10s 40x
60°C 30s
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Todas as reacOes foram realizadas usando cultura de Leishmania (V).
braziliensis (MHOM/BR/00/LTB300), Leishmania (L). amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)
e Leishmania (L). chagasi (MCER/BR/79/M6445) como controles positivos, controle

negativo, extraido de pele sadia (fragmento total) e agua ultrapura (Figura 14).

c 31
m .
d f«— L. amazonensis
fe— L. braziliensis / L. chagasi
1 {
0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 2 24 2 23 30 K 7] 34 b 38 &0

Cycle

Figura 14. Curvas de amplificac@o realizadas com controles positivos: verde escuro = cultura de
Leishmania (L). amazonensis (Cq média = 16.33), preto = Leishmania (L). chagasi (Cq média = 16.44)
e roxo = Leishmania (V). braziliensis (Cq média = 9.28), e controle negativo de pele sadia em verde
fluorescente.

Fonte: Acervo pessoal.

5.9.2 Critérios de positividade

Nos testes qualitativos iniciais, 0 DNA extraido de amostras de pele saudavel e
de agua ultrapura (branco) nao tiveram valores médios de Cq menores ou iguais a 33
ciclos (Figura 15). Dessa forma, antes do processamento das amostras e com base
na curva padréo, um resultado positivo, limite de detecc¢éo, foi definido como amostras
que apresentavam um valor de Cq menor ou igual a 31 ciclos e uma analise da curva
melting compativel (Figura 16) (baseada na menor média alcancada nos valores de
Cqg dos controles, menos 2 ciclos para garantir especificidade) (SHRIVASTAVA,
GUPTA, 2011).

Cycle

Figura 15. Demonstracao de curvas do DNA de pele saudavel (rosa: Cq 34.15) e branco (verde: Cq
35.45).
Fonte: Acervo pessoal.
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Legenda A

PRETO: L. braziliensis (média
Cq: 8.5).

VERDE: L. amazonensis (média
Cq: 15.92).

AZUL: L. chagasi (média Cq:
15.78).

Cycle

LegendaB

PRETO: L. braziliensis (média
Tm 77.25°C).

VERDE: L. amazonensis (média
Tm 78.3°C).

AZUL: L. chagasi (média Tm
78.6°C).
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Figura 16. (A) Curvas de amplificacdo e (B) curvas melting, das cepas de referéncia utilizadas como
controles positivos.
Fonte: Acervo pessoal.

Uma andlise paralela também foi realizada classificando como paciente positivo
guem apresentou DNA de Leishmania em pelo menos uma das camadas de pele
consideradas. Estes pacientes foram alocados para a quantificacdo das camadas de
pele. Todas as rea¢fes foram realizadas por um pesquisador responsavel e cego com
relacdo aos outros exames e as condi¢cdes clinicas dos pacientes. As amostras para
0 padrao de referéncia composto e para o teste de indice foram coletadas ao mesmo
tempo.

A curva padréo foi realizada em triplicata com amostras de L. braziliensis (R? =
0.995, eficiéncia = 93.026, declive = - 3.501) (Figura 17) (SHRIVASTAVA et al., 2011).
Posteriormente a comparagcdo com a curva padrao, a quantidade de Leishmania foi
calculada da seguinte forma: [equivalentes de DNA de parasito por reacdo /
quantidade de DNA de tecido por reacgédo] x 102, expressa como o nimero de parasitos
de Leishmania por pug de DNA de tecido (SUAREZ et al., 2015). Levando em
consideracdo o tamanho do genoma haploide de L. braziliensis, foi considerado
83,15fg do DNA de Leishmania como sendo equivalente a um parasito (32Mb, 70fg
por seu genoma diploide) (JARA et al., 2013).
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Figura 17. Curva padrdo construida com L. braziliensis, demonstrando a média dos Cq da diluigao
seriada.
Fonte: Acervo pessoal.

A reacdo mostrou um limiar de quantificacéo igual a 1x103 ng de Leishmania
DNA por reacao, que sao equivalentes a 12,02 parasitos, com um valor médio de Cq
= 23.24.

5.10 Reacdo em cadeia da polimerase / Polimorfismos de Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo (PCR - RFLP)

Foi utilizado a técnica de PCR-RFLP para a identificacdo do subgénero de
Leishmania. A digestéo da reacao foi realizada com a enzima Haelll e incubada no
banho maria a 37°C por 1h. A reacgéo foi formada por 5uL do amplificado e 5uL de mix
(1pL da Haelll 10U/uL, 10uL do tampédo 10X e 39uL de agua, para 10 amostras),
resultando no volume final de 10uL. O resultado foi revelado por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7,5% (SILVA, 2012).

5.11 gPCR para queratina humana

A extracdo de DNA foi confirmada em todas as amostras negativas por qPCR
gualitativo utilizando o termociclador QuantStudio (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). O par de iniciadores C18X 5'-GAA AGT GCC AGA CCC GCC
CCC-3' e 5- GCT GAA GCC ACC GCC ATAG-3, sao especificos para queratina
humana e resultam em um produto amplificado de 343pb (LUGASSY et al., 2006;
GOMES et al., 2016). O ensaio e a amplificagao foram realizados conforme descrito

anteriormente nas reacdes para Leishmania spp..
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Amostras de pele saudavel e branco foram utilizadas como controles e

realizadas em triplicatas (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Curva de amplificacdo para confirmar extragdo das amostras negativas. Controle positivo

em rosa (pele saudavel: média Cq = 24.39) e branco em preto (média Cq = 37.36).

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 19. Curva melting dos controles de pele saudavel e branco. Controle positivo em rosa (pele

saudavel: média Tm = 91.95°C) e branco em preto (média Tm = 63.98°C).
Fonte: Acervo pessoal.

5.12 Analise estatistica

Para as variaveis categoricas, as comparacfes foram realizadas por meio do

teste do qui-quadrado ou por sua versao exata. As variaveis numéricas foram
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comparadas utilizando o teste U de Mann-Whitney para as variaveis demogréaficas e
o teste de Wilcoxon para a comparacao da quantificacdo das camadas.

Os resultados qualitativos do qPCR foram comparados usando o teste de
McNemar. A analise da curva de Caracteristica de Operacédo do Receptor (ROC) e a
avaliacdo da area sob a curva (AUC) foram realizadas com base apenas nos valores
de Cq para fins informativos, considerando um intervalo de confianca (IC) de 95%. A
porcentagem de resultados positivos em pacientes com LTA foi usada para calcular a
sensibilidade e a porcentagem de resultados negativos em pacientes sem LTA foi
usada para calcular a especificidade. A acuracia foi calculada como a soma dos
resultados verdadeiro positivo e verdadeiro negativo dividido pelo numero total de
pacientes avaliados. Para todas as propriedades de teste referidas, foi considerado o
exato IC binomial de 95%.

Valores faltantes foram ignorados em testes ndo pareados e ambos 0s grupos
gue perderam correspondentes foram excluidos na aplicacéo de testes pareados. O
programa SPSS 20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA) e o programa SAS 9.4
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) foram utilizados para as analises. A significancia
estatistica foi definida como um valor de p inferior a 0,05 e o IC foi estabelecido em
95%.

5.13 Comité de ética em pesquisa

Este estudo esta de acordo com a Declaracdo de Helsinquia e sua revisao de
2013. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (CAAE: 35611714.7.1001.5558) (Anexo 2).
Todo paciente foi incluido ap6s assinatura e concordancia do termo de consentimento

livre e esclarecido.

5.14 Anédlise de prontuario

Uma andlise de prontuario de todos os pacientes incluidos foi realizada
posteriormente a coleta do material biolégico, com a finalidade de preencher uma ficha
clinica (adaptada da ficha clinica do HUB) para a coleta de dados epidemiolégicos e

resultados dos exames utilizados para a alocagéao dos grupos (Anexo 3).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas e populacionais

As amostras foram processadas no Laboratorio de Dermatomicologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (FM-UnB) conjuntamente com o
Laboratorio de Biologia do Gene da mesma instituicdo. Durante o periodo de
recrutamento, 59 pacientes foram incluidos no presente estudo, dos quais, 23 (38,9%)
eram do género feminino e 36 (61%) do género masculino. Os 59 pacientes foram
divididos em dois grupos: 40 alocados para o grupo LTA e 19 para o grupo controle
(Figura 20).

Participantes em potencial

(n=64)
Excluidos (n =5)
| - Menoresde18 anos (n= 2);
\ - Tratados anteriormente para LTA
| (n=2);
v - Leishmaniose mucosa(n = 1).

Participantes elegiveis
(n=59)

Teste nao indice (n = 0)

Em 4 pacientes, a qPCR da
hipodermendo foirealzada. Esses
pacientes foram incluidos na

v analise paralela.

Teste indice
(n=59)
r :
v v v
Teste indice negativo Teste indice positivo Teste indice inconclusivo
(n=28) {n=31) (n=0)
i Sempadrdo de Sem padrio
— referéncia ~* | dereferéncia
(n=0) (n=0)
v v
Padrdo de referéncia Padrdo de referéncia
(n=28) (n=31)
? l
' '
Diagnostico Final Diagnostico Final
- LTA presente (n= 10); - LTA presente (n= 30);
- LTA ausente(n= 18); -LTAausente (n=1);
- Inconclusivo (n= 0). - Inconciusivo (n=0).

Figura 20. Fluxo dos pacientes dentro do estudo.
Fonte: Acervo pessoal.
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No grupo LTA, 14 (35%) pacientes eram do género feminino e 26 (65%) do
género masculino. No grupo controle, 9 (47,4%) eram do género feminino e 10 (52,6%)
do género masculino (p = 0,363). Quatro pacientes no grupo LTA e 2 no grupo controle
apresentavam historico de tratamento para LTA (p = 1,000). A média da idade, nUmero
e didametro das lesdes, e tempo de doenca, foram similares entre o grupo controle e o
grupo LTA (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas demograficas dos grupos controle e LTA.

LTA GRUPO CONTROLE p-valor
Género 0.363
Masculino, n (%) 26 (65,0) 10 (52,6)
Feminino, n (%) 14 (35,0) 9 (47,4)
Média de idade (QR) 53,5 (26,5) 41 (28,0) 0.091
Média do n° de lesBes (QR) 1,0 (1,0) 1,0 (1,0) 0.917
Média do diametro das
2,0 (2,8) 2,0 (3,5) 0.991
lesdes (QR)
Média do tempo de doencga
2,0 (2,0 3,0 (10,5) 0.831

(meses/ QR)

Legenda: LTA: leishmaniose tegumentar americana / QR: intervalo quartil.

6.1.1 Grupo controle

Dos 19 pacientes incluidos no grupo controle, 17 apresentavam lesées com
aspecto de Ulceras, 1 de placa e 1 de papula (Apéndice 2).

Neste mesmo grupo, 6 pacientes foram diagnosticados com piodermite, 3 com
Ulceras de estase, 4 com micose subcutanea, 1 com tuberculose cutanea, 2 com
pioderma gangrenoso, 1 com carcinoma de células escamosas e 1 com infecgéo

herpética.
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6.1.2 Grupo LTA

Os seguintes estados brasileiros foram citados como provavel area de contagio
de 30 pacientes: Acre (AC), Bahia (BA), Distrito Federal (DF), Goias (GO), Mato
Grosso (MT), Maranhdo (MA), Minas Gerais (MG) e Para (PA).

O provavel contagio de 8 pacientes ocorreu em zonas periurbanas no entorno
de Brasilia, nas seguintes cidades: Recanto das Emas, Setor O, Planaltina, Luziania,
Paranod, Cidade Ocidental, Samambaia e Novo Gama. O local mais comum para o
desenvolvimento das lesdes foram os membros inferiores, seguido dos membros

superiores. Lesdes no tronco e na cabecga também foram observadas (Apéndice 3).
6.2 Exames classificatorios
6.2.1 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A IFI foi avaliada como reagente ou ndo reagente, e 6 resultados nao foram
avaliados, sendo 4 no grupo LTA e 2 no grupo controle. No grupo LTA, a sensibilidade
foi de 61,11% (IC 95% 44,86 - 75,22). O grupo controle, apresentou uma

especificidade de 52,94% (IC 95% 30,96 - 73,84). A acuracia do exame de IFI foi de
58,49% (IC 95% 45,09 - 70,74) (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de IFI dentro dos grupos.

LTA 36/40 Controle 17/19
Reagente 22 8
N&o reagente 14 9
61,11%

Sensibilidade IC 95%
(44,86 - 75,22)

52,94%
(30,96 - 73,84)
58,49%
(45,09 - 70,74)

Especificidade IC 95%

Acurécia IC 95%
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6.2.2 Cultura do aspirado da lesdo

Foram analisados 57 resultados e 1 resultado de cada grupo nao foi avaliado.
O grupo LTA apresentou 28,21% (IC 95% 16,54 - 43,78) de sensibilidade. No grupo
controle nenhuma cultura positivou e o teste apresentou 100% (IC 95% 82,41 - 100)
de especificidade. A acuracia da cultura do aspirado da leséo foi de 58,88% (IC 95%
38,26 - 63,38) (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de cultura dentro dos
grupos.

LTA 39/40 Controle 18/19
Positivos 11 0
Negativos 28 18
28,21%

Sensibilidade IC 95% --
(16,54 - 43,78)

100%
(82,41 — 100)
50,88%
(38,26 - 63,38)

Especificidade IC 95% --

Acuracia IC 95%

6.2.3 Esfregaco

Ocorreu perda de um resultado no grupo LTA, que apresentou 23,08% (IC 95%
12,65 - 38,34) de sensibilidade. No grupo controle verificou-se 100% (IC 100% 83,18
- 100) de especificidade. A acuracia do exame de esfregaco foi de 48,28% (IC 95%
35,93 - 60,84) (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de esfregaco dentro dos
grupos.

LTA 39/40 Controle 19/19
Positivos 9 0
Negativos 30 19
Sensibilidade 23,08%
IC 95% (12,65 - 38,34) -
Especificidade 100%

IC 95% N (83,18 - 100)

Acuréacia IC 48,28%
95% (35,93 - 60,84)
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6.2.4 Histopatoldgico

No exame histopatologico foram avaliados 51 resultados. No total, 8 resultados
nao foram avaliados, 7 do grupo LTA e 1 do grupo controle. O grupo LTA apresentou
apenas 6,061% (IC 95% 1,678 - 19,61) de sensibilidade. No grupo controle verificou-
se 100% (IC 95% 82,41 - 100) de especificidade. A acuracia do teste foi de 39,22%
(IC 95% 27,03 - 52,92) (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia quanto a pesquisa de amastigota no
histopatolégico dentro dos grupos.

LTA 33/40 Controle 18/19
Positivos 2 0
Negativos 31 18
6,061%

s 0 3
Sensibilidade IC 95% (1,678 - 19,61)

100%
(82,41 — 100)
39,22%
(27,03 - 52,92)

Especificidade IC 95% --

Acuracia IC 95%

A avaliacdo quanto a compatibilidade da histopatologia, apresentou 93,94% (IC
95% 80,39 - 98,32) de sensibilidade, no grupo LTA, e 61,11% (IC 95% 38,62 - 79,70)
de especificidade no grupo controle. A acuracia do teste foi de 82,35% (IC 95% 69,75
- 90,43) (Tabela 10).

Tabela 10. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia quanto a compatibilidade
histopatolégica dentro dos grupos.

LTA 33/40 Controle 18/19
Compativel 31 7
N&o compativel 2 11
93,94%

an-afa 0, -
Sensibilidade IC 95% (80,39 - 98,32)

61,11%
(38,62 - 79,70)
82,35%
(69,75 - 90,43)

Especificidade IC 95% -

Acuracia IC 95%
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6.2.5 PCR convencional

Todos os 59 pacientes foram avaliados quanto ao exame de PCR. O grupo LTA
apresentou 35% (IC 95% 22,13 - 50,49) de sensibilidade, e nenhum paciente
apresentou resultado positivo no grupo controle demonstrando 100% (IC 95% 83,18 -
100) de especificidade. A acuracia do teste foi de 55,93% (IC 95% 43,29 - 67,85)
(Tabela 11).

Tabela 11. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de PCR convencional
dentro dos grupos.

LTA 40/40 Controle 19/19
Positivos 14 0
Negativos 26 19

35%

Sensibilidade IC 95%
(22,13 - 50,49)

100%
(83,18 — 100)
55,93%
(43,29 - 67,85)

Especificidade IC 95%

Acuracia IC 95%

6.3 Exame testado

6.3.1 qPCR qualitativa (teste indice)

Foram considerados positivos na qPCR, todos 0s pacientes que apresentaram
positividade em pelo menos uma das quatro camadas da pele analisadas (Figuras 21,
22,23 e 24).
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Figura 21. Representacdo da curva de amplificagdo em (A) e curva melting em (B), da epiderme e
derme superior do paciente 17, que demonstrou positividade nas 4 camadas de pele.
Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 22. Representacéo da curva de amplificacdo em (A) e curva melting em (B), da derme inferior
e hipoderme do paciente 17, que demonstrou positividade nas 4 camadas de pele.
Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 23. Representacdo da curva de amplificagdo em (A) e curva melting em (B), da epiderme e
derme superior do paciente 23, que demonstrou negatividade nas 4 camadas de pele.
Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 24. Representacdo da curva de amplificacdo em (A) e curva melting em (B), derme inferior e
hipoderme do paciente 23, que demonstrou negatividade nas 4 camadas de pele.
Fonte: Acervo pessoal.

Dos 40 pacientes incluidos no grupo LTA, 30 foram positivos, mostrando uma
sensibilidade de 75% (IC 95% 59,8 - 85,8). A especificidade dentro do grupo controle
foi de 94,7% (IC 95% 75,36 - 99,1). Um paciente no grupo controle apresentou
resultado positivo na gPCR (Tabela 12).
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Tabela 12. Resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia do exame de gPCR dentro dos
grupos.

LTA 40/40 Controle 19/19
Positivos 30 1
Negativos 10 18
- 75%
0,
Sensibilidade IC 95% (59,8 - 85.,8)
- 94,7%
. ;
Especificidade IC 95% (75,36 - 99,1)
o 81,4%
0,
Acuracia IC 95% (69.6 - 89.3)

6.4 Quantificacdo das camadas da pele

O numero de parasitos encontrados foi maior na epiderme e na derme superior
(159,1 x 10% e 75,4 x 10° equivalente de Leishmania por ug de DNA no tecido,
respectivamente), do que na derme inferior e hipoderme (54,6 x 10 e 16,8 x 108
equivalente de Leishmania por ug de DNA no tecido, respectivamente), porém essa
diferenca nao foi significante (p > 0.05) (Tabela 13).

A melhor acuracia foi alcancada na derme superior (77,9% IC 95% = 65,9 -
86,7), e foi significativamente maior que a acuracia nas amostras da epiderme e
hipoderme (p = 0,039 em ambas as comparag¢fes). A menor acuracia foi encontrada
nas de amostras da hipoderme (63,6% IC 95% = 49,6 - 76,2). A andlise estatistica
mostrou uma diferenca significativa entre os casos e controles para qPCR de todas
as camadas da pele. No grupo LTA, a maior sensibilidade alcancada foi na derme
superior (67,5% IC 95% =50,9 - 81,43). No grupo controle, a epiderme, derme superior
e hipoderme alcancaram 100% (IC 95% 82,3 - 100 / 82,5 - 100 / 81,5 - 100) de
especificidade (Tabela 13).

A acurécia do teste levando em consideracao todos os valores de sensibilidade
e especificidade das camadas da pele, foi representada pela area sob a curva (AUC),
e estava acima de 0,800 em todas as camadas (epiderme: AUC = 0,886, p <0,001, IC
95% = 0,800 - 0,971 / derme superior: AUC = 0,819, p <0,001, IC 95% = 0,715 - 0,925,
derme inferior: AUC = 0,932, p <0,001, IC 95% = 0,867 - 0,993, hipoderme: AUC =
0,824, p <0,001, IC 95% = 0,712 - 0,935) (Figura 25).
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Tabela 13. Resultados da quantificacdo, sensibilidade, especificidade e acuracia em cada uma das camadas de pele.

Mediana/Média x 10° Sensibilidade - Especificidade - Acuracia
numero de parasitos positivo / LTA negativo / controles (IC 95%)
(minimo - maximo) (IC 95%) (IC 95%)
42.4/159.1 50.0% - 20/40 100.0% - 19/19 66.1%
Epiderme
(4.0 - 781.7) (35.2 - 64.8) (83.2-100) (53.4-76.9)
40.1/75.4 67.5% - 27/40 100% - 19/19 77.9%
Derme superior
(8.0 - 244.5) (52.0-79.9) (83.2 - 100) (65.9 - 86.7)
26.1/54.6 62.5% - 25/40 94.7% - 18/19 72.9%
Derme inferior
(8.0 - 256.6) (47.0 - 75.8) (75.4 - 99.1) (60.4 - 82.6)
12.1/16.8 45.9% - 17/37 100% - 18/19 63.6%
Hipoderme
(8.0-24.1) (31.0 - 61.6) (82.4 - 100) (50.4 - 75.1)

Legenda: Andlise paralela de todas as camadas avaliadas (o resultado foi considerado positivo quando pelo menos uma camada apresentou positividade
dentro dos critérios avaliados).
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Figura 25. llustrag&o do comportamento da sensibilidade e especificidade. Célculo da area sob uma
curva levando em consideragéo apenas os valores de Cq.
Fonte: Acervo pessoal.

Os p valores para a comparacdo quantitativa (teste Wilcoxon signed-rank)
foram: epiderme x derme superior = 0.499; epiderme x derme inferior = 0.500;
epiderme x hipoderme = 0.273; derme superior x derme inferior = 0.249; derme
superior x hipoderme = 0.068; derme inferior x hipoderme = 0.465.

Os p valores para a comparagdo qualitativa (teste de McNemar) foram:
Epiderme x derme superior = 0.039; epiderme x derme inferior = 0.070; epiderme X
hipoderme = 1.000; derme superior x derme inferior = 1.000; derme superior x

hipoderme = 0.039; derme inferior x hipoderme = 0.016.
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6.5 Comparacéao dos resultados (testes classificatorios x gPCR)

Os testes parasitoldgicos (esfregaco, cultura e histopatolégico amastigota)
apresentaram a melhor especificidade, contudo, apresentam sensibilidades muito
baixas em comparacdo aos demais testes. A maior sensibilidade e acuracia

encontrada foi no histopatologico quanto a compatibilidade (82,35% 69,75 - 90,43 IC

95%), e na gPCR (81,4% 69.6 - 89.3 IC 95%) (Tabela 14) (Apéndice 4 e 5).

Tabela 14. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes classificatérios e da qPCR.

Sensibilidade Especificidade Acuracia
IC 95% IC 95% IC 95%
61,11% 52,94% 58,49%
”:' (44,86 - 75,22) (30,96 - 73,84) (45,09 - 70,74)
28,21% 100% 50,88%
Cultura (16,54 - 43,78) (82,41 - 100) (38,26 - 63,38)
23,08% 100% 48,28%
ESIMEEECT (12,65 - 38,34) (83,18 - 100) (35,93 - 60,84)
. - 6,061% 100% 39,22%
Histopatolégico
amastigota (1,678 - 19,61) (82,41 - 100) (27,03 - 52,92)
. . 93,94% 61,11% 82,35%
Histopatolégico
compativel (80,39 - 98,32) (38,62 - 79,70) (69,75 - 90,43)
PCR 35% 100% 55,93%
convencional (22,13 - 50,49) (83,18 - 100) (43,29 - 67,85)
75% 94,7% 81,4%
YPER (59,8 - 85,8) (75,36 - 99,1) (69.6 - 89.3)

6.6 qPCR de queratina humana

Todas as 26 amostras que nao apresentaram amplificacdo nos ensaios de
gPCR para Leishmania spp., foram testadas com o primer de queratina humana e
apresentaram amplificacdo, mostrando que nao ocorreram problemas com as

extragOes das amostras (Figura 26 e 27).
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Figura 26. Curva de amplificacdo do controle positivo em rosa (pele saudavel), branco em preto e

paciente 3 alocado para o grupo controle, em azul.
Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 27. Curva melting de controle positivo em rosa (pele saudavel), branco em preto e paciente 3

alocado para o grupo controle, em azul.
Fonte: Acervo pessoal.

6.7 PCR-RFLP

Apés amplificacdo com

ITS1, 13 amostras apresentaram fragmentos

amplificados de 227-268 pb e foram consideradas positivas. A digestdo com Haelll

apresentou padrdes de bandas compativeis com os controles positivos de Leishmania

Viannia nas 13 amostras positivas (Figura 28 e 29).
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Figura 28. Produto da amplificag&o por ITS1 digeridos pela Haelll em amostras de pele. MP: Marcador
100pb; (1) Paciente 21; (2) Paciente 20; (3) Paciente 19; (4) Paciente 13; (5) Paciente 12; (6) Paciente
11; (7) Paciente 5; (8) Paciente 4; (9) Cultura de L. braziliensis; (10) Cultura de L. chagasi; (11) Cultura
de L. amazonensis; (12) Agua ultrapura; (13) Controle negativo de sangue.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 29. Produto da amplificacéo por ITS1 digeridos pela Haelll em amostras de pele. (MP) Marcador
100pb; (1) Paciente 44; (2) Paciente 43; (3) Paciente 38; (4) Paciente 37; (5) Paciente 33.
Fonte: Acervo pessoal.
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7. DISCUSSAO

7.1 Consideracfes sobre a inclusdo dos pacientes

O padrao de referéncia composto (diagndstico clinico, soroldgico,
parasitologico e molecular), desenvolvido por Gomes e seus colaboradores em 2014,
foi essencial para a alocacdo dos pacientes nos grupos, e principalmente para que
nenhum paciente fosse falsamente diagnosticado.

A néo inclusdo de 5 pacientes elegiveis ao estudo ocorreu para evitar vieses
no estudo e para o exato cumprimento das exigéncias éticas. A quantidade de
pacientes do género masculino (65%) com o diagnéstico de leishmaniose foi maior
gue do género feminino (35%). Isso pode ter ocorrido por conta do risco ocupacional,
ligado a forma de transmissdo da doenca, porém, perguntas que envolvem a
ocupacao dos pacientes ndo estavam presentes na ficha clinica.

E importante ressaltar que casos de LC também podem ser tratados em centros
secundarios de saude, e por esse motivo a quantidade de casos confirmados aqui
descritos ndo sao os numeros totais reais de casos dispersos pelo Brasil.

Um viés que pode ser apontado dentro do presente estudo, foi com relacao a
analise de prontuarios. Durante esta analise, alguns dados epidemiol6gicos e de
resultados de exames relevantes para o estudo nao foram encontrados. Acredita-se
que a falta de padronizacdo dentro do servico de saude para a atualizacdo dos
mesmos, pode ser o motivo para que esses dados tenham se perdido. Tal fator é
conhecido e previsto para todos os estudos clinicos populacionais. O maior impacto
destas perdas seria esperado para a classificagdo dos pacientes em LTA ou controle,
mas o uso de padrdo composto de referéncia, ja que ndo existe Unico teste padréo

ouro para leishmaniose, reduziu esta possivel limitagao.

7.2 Grupo controle (resultado falso positivo)

Um paciente que havia sido tratado para LTA cinco anos antes do
recrutamento, apresentou resultado positivo na derme inferior. Esse resultado pode
ser explicado pelo KDNA inativo do parasito. Parasitos cultivaveis podem ser
encontrados em lesbes de LTA cicatrizadas anos apdés a cura e nao indicam
necessariamente recorréncia (MENDONCA et al., 2004). Esse paciente testou
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negativo em todos os exames parasitologicos e na PCR convencional e ndo precisou

de tratamento especifico para melhora da LTA.

7.3 Padronizagéo da gPCR

O predominio epidemioldgico no Centro-Oeste brasileiro é de L. braziliensis,
com 3% de L. amazonensis, fundamentando, dessa forma a escolha dos pares de
primers utilizados no presente estudo. Na mesma regido geogréfica, os métodos de
gPCR que usaram primers especificos para a sequéncia de kDNA de Leishmania
Viannia mostraram melhor precisdo (GOMES et al., 2016). A vantagem do par de
primers escolhido é a capacidade de também identificar L. amazonensis, um agente
causal menos prevalente, mas importante causador de LTA no Centro-Oeste do Brasil
(PITA-PEREIRA et al., 2012). Entretanto, no presente estudo, apenas infec¢des por
Leishmania Viannia foram detectadas.

Possivelmente, padronizacfes futuras para a regido Centro-Oeste do Brasil
possam considerar o uso de testes diagndsticos em série. Acredita-se que a PCR
altamente sensivel e especifica para L. braziliensis seguida de PCR igualmente
sensivel e especifica para L. amazonensis em caso de negatividade da primeira possa
alcancar os mais altos niveis de acuracia. Fatores como custo também devem ser
levados em conta.

Acredita-se também que a padronizacéo baseada em métodos de quantificacéo
pode reduzir a acuracia diagnéstica da gPCR, e isso pode ter ocorrido no presente
estudo. Curvas padrdoes menos eficientes podem ter uma lacuna maior entre o limite
de deteccdo e a amplificacdo inespecifica, melhorando o desempenho e a preciséo
da analise com SYBR Green. Em um estudo anterior, foi adicionado um procedimento
para a otimizacéo apoés a padronizacdo da curva padréo, aumentando a sensibilidade
do qPCR (GOMES et al., 2016).
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7.4 Exames classificatorios

Dentro dos exames classificatorios, a compatibilidade do histopatologico e a IF|
foram os testes que apresentaram a maior sensibilidade (93,94% e 61,11%
respectivamente), porém, esses exames isolados ndo sao suficientes para confirmar
o diagnostico de LTA (MOMENI et al., 2013; SADEGHIAN et al., 2013). Ja nos exames
parasitolégicos (cultura e esfregaco), histopatolégico amastigota e PCR, a presenca
do parasito, ou DNA do mesmo, é um fator inquestiondvel da confirmacdo do
diagnéstico.

Ainda é importante ressaltar que a compatibilidade do histopatoldgico e a IF|
sdo achados importantes quando todos 0s outros exames S&0 negativos, 0 que
ocorreu nesse estudo em 7 casos dentro do grupo LTA (ZEYREK; KORKMAZ,
OZBEL, 2007; SZARGIKI et al., 2009).

Exames parasitolégicos apresentaram uma sensibilidade abaixo de 30%, e
apesar de serem testes que sozinhos confirmariam o diagnéstico, a maioria dos casos
de LTA, causada pela L. braziliensis, apresenta uma baixa carga parasitaria, e por
esse motivo sdo necessarios outros exames complementares (GOMES et al., 2016).

A PCR convencional apresentou uma acuracia diagnéstica (55,93%) maior que
0S exames parasitolégicos e o histopatolégico quanto a presenca de amastigotas.
Porém, acredita-se que essa acuracia poderia ter sido maior se o primer utilizado fosse
para o kDNA do parasito, como ja demonstrado em estudos anteriores que foram
capazes de identificar o kDNA de Leishmania em 98,8% das amostras (SATOW et al.,
2013).

Os dados aqui encontrados estdo de acordo com a literatura e reforcam a
necessidade da associacdo dos testes histologicos, parasitolégicos, imunologicos e
moleculares para o diagnostico de LTA (MOMENI et al., 2013; SADEGHIAN et al.,
2013; GOMES et al., 2016;).

7.5 Teste indice (QPCR)

A gPCR é responsavel por agregar melhor especificidade e sensibilidade que
a maioria dos testes parasitolégicos e imunoldgicos. Por esse motivo vem sendo

bastante usada para o diagnostico de doencas infecciosas (GOMES et al., 2016).
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No presente estudo, a gPCR apresentou uma sensibilidade mais baixa quando
comparada com outros estudos ja descritos. Foram estudos que utilizaram primers
especificos apenas para quantificar o subgénero Viannia (SUAREZ et al., 2015;
GOMES et al., 2016). Acredita-se que primers especificos dentro dos subgéneros das
espécies apresentem uma melhor sensibilidade. Esse pode ter sido um dos motivos
para a sensibilidade mais baixa encontrada no presente estudo quando comparado a

estudos anteriores.

7.6 Eliminacgéo transepidérmica

A eliminagdo transepidérmica tem sido documentada em varias doengas
infecciosas. No entanto, sua ocorréncia na LC ainda né&o foi totalmente elucidada
(KARRAM et al., 2012). No presente estudo, a epiderme foi a camada que apresentou
a maior quantidade de parasitos na quantificacao.

O KDNA de Leishmania Viannia encontrado na epiderme de diversos casos de
LTA, pode ser resultado da eliminacao transepidérmica, que consiste em uma reacao
epidérmica contra distarbios dérmicos, que é bem descrita em varias condicfes da
pele (GHORPADE, 2013; YAMAMOTO; NISHIBU; EISHI, 2017). A eliminacdo
transepidérmica pode ser parte da resposta protetora do hospedeiro, e pode ser um
alvo para tratamentos topicos (MIRANDA-VERASTEGUI et al., 2005). Na
leishmaniose cutanea do Velho Mundo, a eliminacéo transepidérmica de Leishmania

tropica ja foi descrita, mas seu papel na LTA é desconhecido (KARRAM et al., 2012).

7.7 Quantificacdo das camadas da pele

O diagndéstico precoce € uma das formas mais eficazes de prevenir a morbidade
associada a doencga. Varios estudos recentes tém demonstrado a superioridade de
técnicas ndo invasivas para o diagnostico molecular da LTA, mas a justificativa
biolégica para esses resultados néo foi ainda esclarecida (SUAREZ et al., 2015).

As amostras da epiderme e da derme superior apresentaram um maior niumero
de parasitos do que as amostras da derme inferior e hipoderme. Contudo, essa
diferenca né&o foi significativa. As amostras da derme superior demonstraram a melhor
sensibilidade diagnostica e uma acuracia significativamente maior em relagéo a qPCR
da hipoderme (p = 0,039). Essa diferenca na precisdo contra os resultados de
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guantificacdo pode ser explicada pelos diferentes pontos de corte usados para
quantificacdo e deteccdo. Esses resultados complementam achados anteriores e
reforcam a importancia da coleta de amostras néo invasivas para o diagnostico de
LTA (SUAREZ et al., 2015).

O resultado obtido deve ser comparado também a estudos que afirmam que o
envolvimento subcutaneo € uma das caracteristicas histopatolégicas mais importantes
na LC (SHARQUIE et al., 2012; SHARQUIE; HAMEED; NOAIMI, 2016). Esse achado
de tecido subcutaneo parece ser mais reativo e imunologicamente mediado.
Ocorreram 4 perdas de subcutaneo no presente estudo, 3 no grupo LTA e 1 no grupo
controle. As 4 lesdes estavam localizadas em locais onde a bidpsia teria que ser
realizada de forma mais invasiva para conseguir chegar ao subcutdneo. Em 4
pacientes, as lesdes estavam localizadas em locais (cabeca e dedos) de dificil acesso
ao subcutaneo, e para tentar preservar a integridade dos pacientes a hipoderme néo
foi coletada. Os achados aqui elucidados reforcam a necessidade de implementar a

biologia molecular na rotina laboratorial para o diagnostico de LTA.
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8. CONCLUSAO

8.1 Concluséao inicial

Conclui-se que, para o diagnostico molecular da LTA, técnicas de amostragem
superficial podem recuperar uma quantidade confiavel de parasitos em comparacéo
as camadas mais profundas da pele. Isso fornece uma opg¢éo interessante para o
diagnéstico de LTA, uma vez que as técnicas de amostragem ndo invasivas
representam uma estratégia diagnéstica econdmica. Futuros estudos sobre o papel
da eliminacédo transepidérmica como mecanismo de defesa do hospedeiro ainda

precisam ser elucidados.

8.2 Quantificacdo de protozoarios na porcdo epidérmica, dérmica superior,

dérmica inferior e no subcutaneo das bordas de Ulceras cutaneas

A epiderme de pacientes com LTA teve a maior média do nimero de parasitos
e apresentou a terceira melhor acuracia diagndstica neste estudo.

A derme superior de pacientes com LTA teve a segunda maior média do
namero de parasitos e apresentou a melhor acuracia diagnostica neste estudo. A
derme inferior obteve a terceira maior média do numero de parasitos e apresentou a
segunda melhor acuracia diagndstica neste estudo.

O tecido subcutaneo de lesdes de LTA apresentou a menor quantidade de
parasitos e a acuracia diagnéstica foi a mais baixa.

8.3 Teste da acuréacia diagnostica da qPCR nas diferentes camadas da pele

A melhor acuracia diagnostica foi encontrada na porcdo dérmica da pele. A
derme superior obteve a melhor acuracia seguida pela parte inferior. O tecido

subcutaneo apresentou a menor acuracia diagnostica dentre as 4 camadas.
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8.4 Discussao sobre a técnica de bidpsia mais adequada (profundidade

necessaria) para o diagnostico daLTA

De acordo com todos os dados obtidos dentro desse estudo, foi comprovado
gue a bidpsia pode ser realizada de forma menos invasiva, pois as camadas da pele

mais superficiais possuem a maior quantidade de parasitos.
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ANEXO 1

Section & Topic No Item Reported
on page #
TITLE OR
ABSTRACT
1 Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure
of accuracy v
(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC)
ABSTRACT
2 Structured summary of study design, methods, results, and conclusions Y
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)
INTRODUCTION
3 Scientific and clinical background, including the intended use and clinical L,
role of the index test
4 Study objectives and hypotheses v
METHODS
Study design 5 Whether data collection was planned before the index test and reference
standard v
were performed (prospective study) or after (retrospective study)
Participants 6 Eligibility criteria v
7 On what basis potentially eligible participants were identified Y
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry)
8 Where and when potentially eligible participants were identified v
(setting, location and dates)
9 Whether participants formed a consecutive, random or convenience v
series
Test methods 10a | Index test, in sufficient detail to allow replication v
10b : Reference standard, in sufficient detail to allow replication v
11 : Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) v
12a | Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories v
of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory
12b | Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories v
of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory
13a | Whether clinical information and reference standard results were
available v
to the performers/readers of the index test
13b | Whether clinical information and index test results were available Y
to the assessors of the reference standard
Analysis 14 ;| Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy v
15 ;| How indeterminate index test or reference standard results were handled v
16 | How missing data on the index test and reference standard were handled v
17 | Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre- v
specified from exploratory
18 | Intended sample size and how it was determined v
RESULTS
Participants 19 | Flow of participants, using a diagram v
20 : Baseline demographic and clinical characteristics of participants v
21a : Distribution of severity of disease in those with the target condition v
21b : Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition v




22 : Time interval and any clinical interventions between index test and v
reference standard
Test results 23 : Cross tabulation of the index test results (or their distribution) v
by the results of the reference standard
24 | Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% v
confidence intervals)
25 | Any adverse events from performing the index test or the reference L,
standard
DISCUSSION
26 : Study limitations, including sources of potential bias, statistical L,
uncertainty, and generalisability
27 i Implications for practice, including the intended use and clinical role of v
the index test
OTHER
INFORMATION
28 : Registration number and name of registry v
29 : Where the full study protocol can be accessed v
30 : Sources of funding and other support; role of funders 4
STARD 2015
AlM

STARD stands for “Standards for Reporting Diagnostic accuracy studies”. This list of items was
developed to contribute to the completeness and transparency of reporting of diagnostic accuracy
studies. Authors can use the list to write informative study reports. Editors and peer-reviewers can
use it to evaluate whether the information has been included in manuscripts submitted for
publication.

Explanation

A diagnostic accuracy study evaluates the ability of one or more medical tests to correctly classify
study participants as having a target condition. This can be a disease, a disease stage, response or
benefit from therapy, or an event or condition in the future. A medical test can be an imaging
procedure, a laboratory test, elements from history and physical examination, a combination of these,
or any other method for collecting information about the current health status of a patient.

The test whose accuracy is evaluated is called index test. A study can evaluate the accuracy of one or
more index tests. Evaluating the ability of a medical test to correctly classify patients is typically done
by comparing the distribution of the index test results with those of the reference standard. The
reference standard is the best available method for establishing the presence or absence of the target
condition. An accuracy study can rely on one or more reference standards.

If test results are categorized as either positive or negative, the cross tabulation of the index test results
against those of the reference standard can be used to estimate the sensitivity of the index test (the
proportion of participants with the target condition who have a positive index test), and its specificity
(the proportion without the target condition who have a negative index test). From this cross
tabulation (sometimes referred to as the contingency or “2x2” table), several other accuracy statistics
can be estimated, such as the positive and negative predictive values of the test. Confidence intervals
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around estimates of accuracy can then be calculated to quantify the statistical precision of the
measurements.

If the index test results can take more than two values, categorization of test results as positive or
negative requires a test positivity cut-off. When multiple such cut-offs can be defined, authors can
report a receiver operating characteristic (ROC) curve which graphically represents the combination of
sensitivity and specificity for each possible test positivity cut-off. The area under the ROC curve
informs in a single numerical value about the overall diagnostic accuracy of the index test.

The intended use of a medical test can be diagnosis, screening, staging, monitoring, surveillance,
prediction or prognosis. The clinical role of a test explains its position relative to existing tests in the
clinical pathway. A replacement test, for example, replaces an existing test. A triage test is used before
an existing test; an add-on test is used after an existing test.

Besides diagnostic accuracy, several other outcomes and statistics may be relevant in the evaluation
of medical tests. Medical tests can also be used to classify patients for purposes other than diagnosis,
such as staging or prognosis. The STARD list was not explicitly developed for these other outcomes,
statistics, and study types, although most STARD items would still apply.

DEVELOPMENT

This STARD list was released in 2015. The 30 items were identified by an international expert group
of methodologists, researchers, and editors. The guiding principle in the development of STARD was
to select items that, when reported, would help readers to judge the potential for bias in the study,
to appraise the applicability of the study findings and the validity of conclusions and
recommendations. The list represents an update of the first version, which was published in 2003.

More information can be found on http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard.
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ANEXO 2

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - W
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Quantificacdo do kDNA de Leishmania Viannia por gPCR em diferentes profundidades
de lestes cutineas

Pesquisador: Lais Sevilha dos Santos

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 56709316.3.0000.5558

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario de Brasilia - HUB

Patrocinador Principal: Financiamento Préoprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1635976

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa que pretende utilizar o PCR em tempo real (qPCR) em amostras das
camadas da pele (epiderme, derme e na hipoderme) de pacientas com diagndstico de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) confirmado, com a intencdo de quantificar o parasito em profundidade na
pele. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) & caracterizada por uma doenca infecciosa responsavel
por causar lesdes cutineas e mucosas. O diagnéstico é realizado por exames parasitologicos e
imunclégicos, porém essas técnicas apresentam limitacGes com relacio 3 sensibilidade e especificidade
respectivamente. Com a necessidade de tornar o diagndstico de LTA mais eficaz, as técnicas de biologia
molecular comecaram a ser utilizadas em estudos e se mostraram muito promissoras. Também influenciam
na acuracia dos resultados, a forma e o local onde a coleta é realizada nas lesGes.

Os pacientes serdo recrutados no Hospital Universitario de Brasilia — HUB, onde sera realizada a bidpsia.As
amostras serdo processadas no Laboratorio de Dermatomiceologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (FM-UnB). A separacdo das camadas da pele sera feita pela técnica de salt-split
skin e a extrac3o do DNA mitocondnal de cinetoplastos (kDNA) pelo Kit comercial NucleoSpin® Tissue. As
reagtes de PCR em tempo real serdo realizadas com iniciadores especificos para as sequéncias do kDNA
da Leishmania do subgénero Viannia, MP1L e MP2H,
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resultando em um produto amplificade de 70 pares de base (pb). Ser3o incluidas, consecutivamente,
amostras de pele de pacientes com diagnostico de LTA e que realizaram previamente os exames
diagndsticos para inclusdo. Os critérios diagnosticos de LTA seguirdo especificacdes previamente descritas
por Gomes e colaboradores em 2014, por meio da definicdo do padrio composto de referéncia (diagndstico
clinico, sorologico, parasitolégico e molecular). Serdo excluidos pacientes menores de 18 anos,
pertencentes a comunidades indigenas ou que ndo assinem o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), bem como pacientes com suspeitas de outras doencas que simulem Leishmaniose Tegumentar
Americana, como micoses profundas e tuberculose. O estudo prevé amostra de 40 participantes.

A bidpsia incisional sera realizada apos assepsia, antissepsia e anestesia local com solugio de lidocaina a
2%. O local escolhido para obtenc@o da amostra sera a perifenia da lesdo de LTA. Este fragmento sera
coletado por bidpsia incisional de 0,5x0,5cm. Esta coleta ja é realizada como rotina para o diagndstico da
LTA no servico de dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia-HUB, portanto, o paciente ndo realizara
bidpsia adicional para este estudo, apenas as camadas da pele serdo divididas e o exame sera feito em
separado por cada camada dividida.

Dessa forma, os pesquisadores esperam conseguir descrever a melhor profundidade da lesio para se
realizar a coleta das amastigotas de Leishmania, melhorando assim tanto o diagnédstico quanto a venficagdo
da eficacia do tratamento.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo geral
Realizar uma quantificacio relativa de protozoarios em lesdes de LTA nas diferentes camadas da pele.

Objetivos especificos:

1. Quantificagdo relativa de protozodrios na porgdo epidérmica das bordas de dlceras cutineas.

2. Quantificac3o relativa de protozoarios na porc3o dérmica de Ulceras cutidneas.

3. Quantificacio relativa de protozoarios no tecido subcutdneo de lesdes de LTA.

4. Relacionar a quantificacdo do parasito com as caracteristicas clinicas da LTA como gravidade da doenga
e resposta ao tratamento.

5. Desenvolver comentdrios sobre a técnica de bidpsia mais adequada (profundidade necessaria) para o
diagnostico da LTA.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O risco a paricipagdo do estudo consiste nos problemas inerentes ao manuseio de
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amostras laboratoriais como perdas, trocas e inviabilizag3o por erros de processamento, uma vez que o
fragmento j& coletado para exame de reacdo em cadeia da polimerase sera usado. A bidpsia ja coletada
para este exame sera apenas dividida e o mesmo exame sera realizado em camadas separadas da pele.

Beneficios: Espera-se conseguir descrever a melhor profundidade da les3o para se realizar a coleta das
amastigotas de Leishmania, melhorando assim tanto o diagnostico quanto a verificacdo da eficacia do
tratamento.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma proposta de desenvolvimento de pesquisa como pré-requisito para obtenc3o de titulo de
mestrado académico junto ac Programa de Pés-Graduac3o em Ciéncias Médicas da UnB, tendo como
orientador a Profa. Dra. Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio. O projeto esta bem fundamentado, apresenta o
cronograma de atividades factivel, previsdo orcamentaria de R$10.203,20 sem especificacdo de fonte de
recurso.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os termos est3o adequados.

Recomendagodes:
Sugiro gque a pesquisadora especifique a fonte de recursos de financiamento da pesquisa.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto de pesquisa esta adequado e apresenta relevancia. No entanto, sugirc que a pesquisadora
especifique a fonte de recursos de financiamento da pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na Reunido Extraordinaria do CEP-FM-UnB. Apds apresentacdo do parecer do Relator,
aberta a discussdo para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovade por unanimidade.
Recomenda-se a pesquisadora apresentar fontes de financiamento do seu projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 03/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 690730 pdf 13:55:21
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Outros TermodeConcordancia.pdf 03/06/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
13:52:43 | Santos
TCLE / Termos de | TCLE pdf 03/06/2016 |Lais Sevilha dos Aceito
Assentimento / 13:52:04 | Santos
Justificativa de
Auséncia
Outros Cartadeencaminhamento.pdf 20/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
00:06:06 | Santos
Outros Termoderesponsabilidade pdf 10/05/2016 |Lais Sevilha dos Aceito
17:42:04 | Santos
Outros CurmculoLattesRaimundaNonataRibeiro | 10/05/2016 |Lais Sevilha dos Aceito
Sampaio.pdf 17:41:14 | Santos
Outros CurriculosLattesLaisSevilhadosSantos.p | 10/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
df 17:36:49 | Santos
Outros CurniculoLattesCiroMartinsGomes. pdf T0/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
17:31:29 | Santos
Projeto Detalhado /| ProjetoQuantificacacV's. pdf 09/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
Brochura 20:35:02 | Santos
Investigador
Declaracio de Termodeciencia.pdf 09/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
Instituicdo e 19:42:23 | Santos
Infrasstrutura
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 09/05/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
19:35:26 | Santos
Cronograma Cronograma.pdf 25/04/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
20:04:30 | Santos
Orgamento Orcamento._pdf 25/04/2016 | Lais Sevilha dos Aceito
20:04:20 | Santos
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nio
BRASILIA, 14 de Julho de 2016
Assinado por:
Fleréncio Figueiredo Cavalcanti Neto
(Coordenador)
Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro:  Asa Morte CEP: 70.010-200
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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ANEXO 3
PROGRAMA DE POS- GRADUAGCAO EM CIENCIAS MEDICAS- HUB

LABORATORIO DE DERMATOMICOLOGIA

FICHA CLINICA gPCR

1. IDENTIFICACAO

NUmero prontuario: . Telefone:

Nome:

Endereco:

DN: /] . Idade anos. Sexo: ( )M ( )F.
Escolaridade: . Naturalidade: /
Profisséo:

2. HISTORIA EPIDEMIOLOGICA

Procedéncia:

Area: urbana ( ); rural ( ); periurbana ( ).

Local do provavel contégio:

a. Teve Leishmaniose anteriormente? Sim ( ) Nédo ( )
b. Sesim, foitratado? Sim ( ) Néo ( )

c. Sesim, had quantos meses acabou o tratamento?

d. Droga utilizada?

e. Dose?

f. Efeitos adversos? Sim ( ) Ndo ( )

g. Quais efeitos adversos foram observados?

3. ANTECEDENTES PATOLOGICOS PREGRESSOS

- Diabetes Mellitus ( ); - Hipertensdo Arterial ( );
- Alergias ( ); - Cardiopatia ( );
- Nefropatia ( ); - Pneumopatias ( );
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- HIV/ AIDS ( ); Outros

Outras imunodeficiéncias:

Uso de imunossupressores:

4. HISTORIA CLINICA E EXAME FISICO

NUmero total de lesdes cutineas:

Local das lesOes (descreva com detalhes as lesdes):

Aspecto:
a. Ulcera( );
b. papula( );
c. verrucosa ( );
d. esporotricoide ( );
e. disseminada- 10 a mais lesBes de pele ( );
f.  recidiva cUtis ( );

g. outros ( ). Especificar qual outro tipo:

Tempo de inicio da lesdo:

5. HIPOTESE DIAGNOSTICA
- LTA cuténea localizada ( );
- LTA cuténea disseminada ( );
- Paracoccidioidomicose ( );
- Cromoblastomicose ( );

- Outra ( ). Especificar qual:

- LTA cuténea recidiva cltis ( );

- LTA cuténea difusa ( );

- Esporotricose ( );

- Tuberculose ( );

6. EXAMES LABORATORIAIS

a. Sorologias:

DATA DATA
EXAME RESULTADO DD/MM/AA EXAME RESULTADO DD/MM/AA
HIV [/ Chagas _J_ ]
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b. Exames especificos para LTA:

DATA DATA
EXAME RESULTADO DD/MM/AA EXAME RESULTADO DD/MM/AA
IDRM IFl para LTA
] ) _ ]/
Pesquisa de Cultura
amastigota — —_
c. Resultados de exames para outras doencas que nédo LTA:
d. Histopatoldgico:
e. gPCR:
f. NanoVue:
7. TRATAMENTO
Droga:
Peso: . Dose: . Dose por Kg:
Duragdo do tratamento:
8. RESPOSTA AO TRATAMENTO DAS LESOES CUTANEAS
Aspecto lesdo Fim tratamento D 30 D 90 D 180

Ativa

Em cicatrizacdo

Cicatrizada

9. NECESSIDADE DE NOVOS TRATAMENTOS

Data: __ / [/ .

Motivo:
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Droga:

10. OBSERVACOES
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ANEXO 4

RESPONSE TO REVIEWERS' COMMENTS

Dear editor of Clinical Microbiology and Infection and reviewers,

First of all thank you very much for the fast and detailed review of the present manuscript. We
are very happy that no methodological issues were pointed. We are also glad for the
compliments we received regarding our rigorous methodological standards. Once most of the
suggestions were related to text correction and clarification we agreed with all the suggestions
and we also agree that those comments helped to improve our study. Our corrections were also
submitted to a professional, native-speaker English review. Please, find bellow detailed
responses to the referred comments. We also attached two manuscript versions, one with visible
modifications and another one for early view if the article is completely accepted.

Sincerely

REVIEWER: 1

Comments to the Author

The current study “Accuracy and quantification of Leishmania KDNA using qPCR in different
skin layers of patients with American Tegumentary Leishmaniasis” by Sevilha-Santos et al.,
reports in which skin layer (collected from skin biopsies of ATL lesions) a larger quantity of
parasites could be obtained in order to increased qPCR accuracy for ATL diagnosis.

This manuscript contributed with novel data to better understand ATL pathogenesis and host
defense, as well with important technical information to improve performance of molecular
biology techniques, which justified my recommendation for publication in Clinical
Microbiology and Infection.

Study design was correctly applied following STARD 2015 recommendations. Authors were
rigorous in data collection and analysis, with a meticulous standardization of the index test and
further validation and interpretation of the results.

With your respect, following | suggest some specific comments that may be useful to improve
the manuscript and some details that could arise from journal’s audience:

> Introduction.

o First paragraph — Page 5, lines 15 to 20. Please avoid subjective terms as “good”,
“unsatisfactory”, “variable”, “low”. Following the used references, please describe
objective values in order for better comparison and visualization of diagnostic test
performances.

As indicated, we replaced the term unsatisfactory sensitivity by ©* a maximum 80%

sensitivity in ideal conditions’’ as indicated.

o Hypothesis is stated in the discussion section (STARD 2015, item 4 -
Introduction).
85



As indicated, we have moved Hypothesis statement to the final part of the
introduction along with main objectives. We also included a reference that supports
this information.

>  Methods.

Study was conducted in a specific outpatient clinic? Infectious diseases,
dermatology, others?

The study was conducted in an ambulatory specialized in the diagnosis and treatment
of American tegumentary leishmaniasis. This ambulatory is a part of the
Dermatology division of Medical Clinics of the Faculty of Medicine, University
Hospital of Brasilia, Universidade de Brasilia, Brazil. This is now better explained in
the methods section.

Who performed the patients’ recruitment and enrollment? One or more health-
care professionals? They have experience in the field (regarding the clinical
difficulties of ATL diagnosis).

The recruitment was performed always by the same board-certified dermatologist
unaware of the final diagnosis of eligible patients, but capable detecting a ATL
suspicious case. As indicated, this is now better explained in the methods section.

Some readers could be concern about eligibility criteria: “clinical presentation
compatible with ATL”. Unspecific panniculitis or some others atypical forms of
ATL were also included?

Dear reviewer #1, thank you for the present comment. The term panniculitis
generated some confusion to most reviewers. In reality, this term was used because
previous references that studied histopathological exams stated that ~“panniculitis’
represented important findings in ATL histopathology. However, when citing
panniculitis those very same authors were referring to the subcutaneous involvement
in ATL. This is represented by unspecific granuloma, unspecific infiltrate and even
parasites, an exclusively histopathological classification.

We agree that, specially for dermatologists, the term ““panniculitis™ can resemble a
very specific type of disease that is usully represented by conditions that are
panniculitis by essence and that can evolute for ulceration.

In order to avoid this real source of confusion we have replaced the term
“’panniculitis’” by subcutaneous involvement. We believe that these changes will
make it more clear that we are studying classical subcutaneous alterations of ATL.

It is also important to state that our eligibility criteria were applied by a board-
certificated dermatologist as clarified above. Although ATL can present a variety of
clinical presentations, very atypical cases of ATL would not be sent to this ATL
specialized ambulatory and also this specialized evaluation would easily identify a
classical unspecific panniculitis that usually ocuurs with more spreaded lesions
differently from ATL. This is now better clarified in the text.

Exclusion criteria. Could any immunosuppression factor (such as HIV infection,
chronic use of corticosteroids, etc.) affect the index test performance? Please
discuss.

Dear reviewer, thank you for this important remark. In fact severe cases of
immunosuppression would enhance sensitivity of the index test. This effect can be
explained by the fact that an ineffective immunological fighting against Leishmania
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would result in a greater quantity of parasites within the lesion. In the present study
this was an exclusion criteria as it can be seen in our research protocol. However it
was cited within special populations due to word-limit issue. This is now clarified in
the exclusion criteria paragraph in order to clarify this important remark.

As state in introduction, “adequate collection technique is essential to increase
accuracy”. Please provide the expertise and the number of researched who
performed the incisional biopsy.

The collection of incisional biopsy was performed imediately after inclusion criteria
application. Similar to recruitment it was also always made by the same board
certified dermatologist. This is a classical method in our hospital once the ATL
ambulatory is a part of a big and specialized dermatology service in a tertiary hospital.
This is now better clarified in the text.

> Results.

>

There was any adverse effect during samples collection (incisional biopsy)?

No significant adverse effects were recorded during sample collection. This was
already expected once incisional biopsy was performed in already ulcerated or
verrucous areas. In this case the damage to surrounding tissues is usually negligible.
The sterile nature of the procedure avoided any secondary infection related to biopsy.
This is now cited in the text, in the results section.

Discussion.

There is a very interesting item discussed in page 14, lines 7 to 10 related to false
positive result and the fact that inactive parasites’ molecules could be found even
after patient was treated. Considering authors reference standard (“at least one
parasitological or molecular test was positive”), please briefly discuss how you
decided the allocation of this patient.

Thank you for this interesting remark. It is well documented in the literature that the
cure of American tegumentary leishmaniasis is related to the clinical aspect of the
lesion. Some references have described even cultivable live parasites in patients
affected by the disease years after clinical cure.{Mendonca:2004jt} In the present
case, the parasitological exams were all negative as a criteria for the allocation in the
control group. This finding of a negative parasitology together with no specific
infiltrate, rules out, with a good degree of confidence, the diagnosis of active
cutaneous leishmaniasis.

Once gPCR techniques are considerably more sensitive than parasitological exams
and than conventional PCR, our index test results may have found low quantities of
parasite DNA in the lesion. Those structures were not detectable by parasitological
exams.

We agree that with the absence of a gold standard for the diagnosis of leishmaniasis,
the definite diagnosis of the disease has a considerable subjective characteristic. In
the present case, the low sensitivity of parasitological exams, the presence of
incompatible inflammatory infiltrate and the healing of the lesion without specific
treatment made us classify the patient as a control. So we considered that the presence
of Leishmania KDNA by gPCR has a similar significance than the findings of
parasites in healed lesions. They don’t mean always, disease activation. However, in
practice we can allways expect the possibility of false negative and false positive
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results for reference standards and for index tests. This is very interesting and it is
better clarified in the text.

> Tables and Figures.
o Please check spelling in Figure 3 (box 4).

Additionally, despite English been well written and completely understandable,
I may recommend a final revision by a native-speaker.
All the manuscript, figures and tables were subject to an additional, detailed native-
speaker editing prior to resubmission.

Finally, I would to congrats the authors for the outstanding job. Certainly this
paper will encourage many authors in the field for further studies and
applicability of the authors’ findings.

Thank you very much.

REVIEWER: 2:

Comments to the Author

The manuscript is really interesting and important to the area. But has some points that
need to be better explained or described.

1. The authors always talks about panniculitis in ATL, but the real relationship with the
results of the manuscript wasn’t clear. Did the studied patients have panniculitis?

Dear reviewer #2, thank you for the present comment. The term panniculitis generated some
confusion and is in line with reviewer #1 comments. This term, one of the motivations of this
research, as showed in our introduction, was cited by 2 articles published by Sharquie et al.
2012 and 2016. However, when referring to ~“panniculitis™, those authors were considering the
subcutaneous involvement in ATL. They were referring as ~panniculitis the unspecific
inflammation of subcutaneous tissue in ATL. This is represented by unspecific granuloma,
unspecific infiltrate and sometimes by parasites in the inflammatory infiltrate.

We agree that, especially for dermatologists, the term ““panniculitis™ can resemble a very
specific type of disease that is usually represented by conditions that are “’panniculitis’ by
essence and that can evolute for ulceration.

To avoid this real source of confusion we have replaced the term ““panniculitis™ by
““subcutaneous involvement . We believe that these changes will make it more clear that we
are studying classical subcutaneous alterations of ATL.

Although ATL can present a variety of clinical presentations, the presently studied patients
presented only subcutaneous involvement or infiltration related to typical ATL and its
differential diagnosis (ulcerated lesions and verrucous lesions). This was warranted by the
inclusion process made by board-certificated dermatologists.

2. In the Methods: Composite reference standard: The second paragraph, about excluded

patients, is confused. Rewrite.

We agree that this indicated part could generate confusion. In fact, this exclusion criteria is not

related to the composite reference standard application. It is referred to inclusion criteria. This
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part was moved for the recruitment section in order to improve article didactics. The rational
for exclusion criteria is better explained in the text.

3. Sample collection: Reference for the salt-split skin technique?
As requested, a reference for the above-mentioned technique was included.{De:2010es}

4. Correct Leishmania spp.: Sometimes in the manuscript the spp. is also in italic.
The correction was performed as requested.

5. Sample size should be at the begging of the methods.
As requested, the sample size calculation methods were moved to the beginning of the methods
section.

6. Discussion. At the first phrase: Better talk about leishmaniases (plural).
The correction was performed as requested.

7. Discussion. What is the real relationship between panniculitis and the results of the
manuscript? It is not clear how the results of the manuscript can be compared with others
manuscripts that stated that panniculitis is one of the most important histopathological
features in ATL.

As commented in question 1, the term panniculitis was used by the authors who described that
subcutaneous involvement is an important feature of classical tegumentary leishmaniasis. We
believed that the substitution of the term panniculitis by subcutaneous involvement will clarify
our comments. The same authors described that the subcutaneous involvement was one of the
most common findings in tegumentary leishmaniasis histopathology but some samples
techniques such as punch biopsy and scraping have a limited access to the subcutaneous tissue.
In this study we showed that the subcutaneous alterations found by Sharquie et al. 2012 and
2016 were more related to the adjacent spreading of the inflammatory infiltrate than due to
parasite dissemination. This is now better clarified in the text with the above-mentioned
alterations.

8. At the third paragraph of the discussion, authors say about the significant quantity of
Leishmania spp. KDNA in the epidermis, but at the results say that it wasn’t significant.
We agree that the term significant can generate some confusion. In the results section we were
referring to a comparative statistical and clinical significance. This lack of significance was
related only to the difference between groups. However, although comparison was not
significantly different in this case there is still a considerable number of leishmania parasites in
the epidermis (a mean 781.7 x 10° parasites per tissue micrograms). We replaced the term
significant by the term considerable in the discussion section in order to avoid this relevant
source of confusion.

9. The fourth paragraph is really confused. The studied ATL population had significant
predominance of L. braziliensis or only L. braziliensis? Are you talking about the patients
of the study? Rewrite it better.

We agree that this paragraph is confusing and it was reformulated.

10. Can the authors say that the DNA of the patient previously treated is from inactive
parasites? It is really false positive or a latent infection?

Dear reviewer, thank you for this important remark. We agree that it is impossible to state if a
positive index test in a control patient means primer dimerization or the presence of inactive
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parasites. We believe that, in this specific case, considering the presently used composite
reference standard, the term false positive can cover real false positive results and also false
positive results related to inactive or fragmented parasites. This theory is now corroborated with
evidences stating that the cure of ATL is a merely clinical consideration and that some authors
could even cultivate parasites in long-time cured lesions.{Mendonca:2004jt}

REVIEWER: 3

Comments to the Author
In general the study is very relevant and well conducted. I only pointed out some revision
points or suggestions for authors. Please see the attached file.

Keywords: Leishmaniasis is repeated

Dear author, thank you for the detailed evaluation of our manuscript. We have now followed
Mesh terms recommendations in which “Cutaneous Leishmaniasis™ is named as
“"Leishmaniasis, Cutaneous . Now, each different keyword is separated by ;. At the same time
composite keywords are divided by commas.

Page 4 line 7: than in biopsies
The term was subjected to a professional, native-speaker review.

Page 4 line 29 and 33: 106 should be replaced for 106
The present issues were corrected as requested.

Page 6 line 31 and 38: “ATL positive patients sounds better than “Patients were classified
as having ATL...”
This modification was performed as requested.

Page 6 line 51: Missing comma between age and were
This paragraph has been formulated as requested by reviewer #2 and this incorrection was
solved.

Page 6: This title could be clarified “Composite reference standard”

The indicated subtitle was reformulated and it now indicates that patients were classified
according to a composite reference standard once a gold standard for American tegumentary
leishmaniasis is not available.

Page line 11: Instead of “length of disease” disease duration is not a better term?
The indicated term was replaced as requested.

Page 11 line 22: “The L. Viannia subgenus was found in all patients (N = 13) in whom the
PCR-RFLP was positive.” This number does not represent the total of patients. Is should
be explained.

Dear reviewer, thank you for this important remark. In fact Leishmania species classification
can be a controversial topic. Some authors even consider that some species like Leishmania
braziliensis and Leishmania peruviana should not be classified as different species. Previous
references state that the presently used gPCR and melting curve analysis is capable of
differentiating all species of leishmania.{PitaPereira:2012bh} However, we decided to be
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cautious in this topic once our g°PCR works with a very small quantity of Leishmania DNA in
skin samples. So we questioned ourselves if regional genetic and intraspecies variations could
jeopardize melting curve analysis classification.

Considering the above-mentioned concept we decided to reprocess our DNA samples aiming a
wider genetic target, the known ITS-1 primer pairs.{MedeirosSilva:2015gg} As this genetic
target is considerably bigger than KDNA target in g°PCR we expect that the ITS PCR will have
a lower sensitivity. This explains why only 13 of the positive patients were also positive in the
ITS conventional PCR.

As requested, this is now better clarified in the text. We cited that all g°PCR were compatible
for L braziliensis and that the ITS PCR corroborated this findings. In the discussion section we
reinforce this topic by ensuring that only L. braziliensis and L. amazonensis are found in this
region. We believe that this discussion gives a reliable and responsible view about species
indentification. It is also important to reinforce that we are citing a g°PCR method published and
that differentiated all Leishmania species. However, the association to a better genetic evidence
and to an epidemiological evidence make our conclusions more reliable.

Page 27: The image and scheme is repeated.

Dear reviewer, the last image is the optional striking image asked by journal editors. This has
several similarities with figure one but it doesn’t make part of the manuscript. This is only for
editorial and cover purposes. Unfortunately the submission system doesn’t make it clear for
reviewers.

Page 10 line 33: The name of the university should be revised.
As requested we substitute the hospital name as recommended by the proper institution.

Discussion: I would reinforce in the discussion Suarez et al 2015 findings that together
with this work bring a better and less invasive collection sampling method.

This complementary charachteristic between the present study and the study from Suérez et al
2015 was reinforced in the second paragraph of discussion as requested.

Table 2: Since there was no statistical difference among parasite loads form tissues
portions, a graphic representation with interquartile range or all point would give a better
idea of values distribution, easier than a table.

Dear reviewer #3, we also agree that the parasite loads is less informative than an interquartile
range in graphical data. However, we have reached the maximum number of tables/figures of
five. As the number of true positive, false negative, false positive and true negative patients is
essential for possible future meta-analysis we decided to include parasite load as illustrative
data. The mean and median values also give an idea of central distribution, and the statistical
tests show the similarity between them in a 95% probability. We believe that this comparison
between parasite load and sensitivity is very important once although numerical data was not
statistically different, accuracy values (that were measured by different cut-offs) were different
in some skin layers. This comparison gives the notion of clinical relevance according to the
skin layer evaluated for diagnostic access.

Once the quantification limit was considerably higher than detection limit, we believe that the
parasite load is more informative than important for analysis. Also once fewer patients were
quantified than were analyzed for accuracy, box-plot graphics for example will have a limited
capacity of information related to our main goal.

About controls, |1 only could understand that control group comprised a set of other
pathologies different from Leishmaniasis in the results section. It would be better to
clarify this aspect of the study earlier in methods.
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We clarified that the control group was represented by set of other pathologies different from
ATL but with considerable clinical similarity in the methods section as requested.
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Clin Microbiol Infect. 2018 May 3. pii: $1198-743X(18)30365-3. doi: 10.1016/j.cmi.2018.04.025. [Epub ahead of print]

Accuracy of gPCR for quantifying Leishmania kDNA in different skin layers of patients with
American tegumentary leishmaniasis.

Aparecida P5, Raimunda Nonata RSG, Beatriz DLT, Giro Martins G.

# Author information

Abstract

OBJECTIVES: Superficial swab sampling of American tegumentary leishmaniasis (ATL) lesions shows higher amounts of Leishmania than
those from biopsy. Subcutaneous involvement is also important in ATL, but parasite quantification according to lesion depth has not been
evaluated. We aim to present the best depth at which sampling should be performed for molecular exams of ATL.

METHODS: Patients with a clinical presentation compatible with ATL were allocated to ATL and control groups. Qualitative and quantitative
gPCR assays were performed using SYBR Green and primers amplifying the KDNA minicircle of Leishmania spp. in different skin layers,
including the epidermis, the superior dermis, the inferior dermis and the hypodermis.

RESULTS: Fifty-nine patients were included in this study, including 40 who had been diagnosed with ATL and 19 controls. The number of
parasites was greater in samples of the epidermis and superior dermis (159.1 (range=4.0-781.7) and 75.4x108 (range=8.0-244.5) mean
Leishmania parasite equivalents per pg of tissue DNA, respectively) than those in samples of the inferior dermis and hypodermis (54.6
(range=8.0-256.6) and 16.8x10° (range=8.0-24.1) mean Leishmania parasite equivalents per ug of tissue DNA, respectively). The best

diagnostic accuracy was achieved in the superior dermis (77.9%) and was significantly greater than that in the hypodermis (63.3%; p=0.039).

CONCLUSIONS: We conclude that superficial sampling can retrieve a greater quantity of parasites. Future studies of the role of
transepidermal elimination as a mechanism of host defence in ATL must be performed since there is a considerable quantity of Leishmania
kDNA in the epidermis.
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ANEXO 6

PD-L1 MAY MEDIATE T CELL EXHAUSTION IN A
CASE OF EARLY DIFFUSE LEISHMANIASIS
CAUSED BY LEISHMANIA (L.) AMAZONENSIS

Daniel H. Barroso (https://loop.frontiersin.org/people/469837/overview) =, Sarah D, Falcdo
(https://loop.frontiersin.org/people/352047 /overview)" 9, Jorgeth d. Motta
(https://loop.frontiersin,org/pecple/557004/overview)®, Lais S, dos Santos
{https://leop.frontiersin,org/people/556507/overview)?,  Gustavo H, Takano
(https://loop.frontiersin.org/people/557491/averview)’, Ciro M. Gomes
(https://lecp.frontiersin,org/people/538912/overview]" * ﬁ Cecilia B, Favali
{https://loop.frontiersin.org/people/321076/overview)® 4, Beatriz D, de Lima® and Raimunda N, Sampaio
(https://loop.frontiersin.org/people/556540/overview]® ==t
TMedicine Faculty, University of Brasilla, Brazil
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Teaculty of Medicine, University of Brasiia, Brazil
"‘FECL.I:).' of Medicine, University of Brasilia, Brazil

i aculty of Medicine, University of Brasiia, Brazil

‘Pathology Service, Hospital Universitirio de Brasilia, Brazil

Introduction: Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (DCL) is a rare disease form associated with L. (L.)
amazonensis in South America. It represents the “anergic” pole of American Tegumentary Leishmaniasis
and the explanation for its resistance to treatment remains elusive. We aimed to study some possible
immunological mechanisms involved in the poor DCL treatment response by evaluating some cell
surface molecules obtained from a patient with DCL by flow cylometry.

Case presentation: A 65-yvear-old DCL patient who initially failed to respond to the standard treatment
for the disease showed vacuolated macrophages filled with amastigotes in lesion biopsy, and L. (L.)
amazonensis was identified through I'TS1PCR amplification. The Leishmania skin test and indirect
immunofluorescence analysis revealed negalive results. Peripheral blood from the patient was collected
after a few months of treatment, when the patient presented with no lesion. Peripheral blood
mononuclear cells were analvzed ex vivo and in vitro after 48 h of stimulation with soluble L. (L)
amazonensis antigen (SLA). Cell death, surface molecules and intracellular molecules, such as TFN-y and
granzyme B, were analvzed in the cells using Now eytometry, Analysis of the surface markers showed
increased expression of the inhibitory molecule PD-L1 in the monocytes restimulated with SLA
(approximately 65%), whereas the negative controls were 35% positive for PD-L1. Conversely, compared
with the negative controls, we observed a decrease in CD4+IFN=y+ T cells (8.32% versus 1.7%) and
CDE+IFN-y+ T cells (14% versus 1%). We also observed a relevant decrease in the granzyme B levels in
the CD8+ T cells, from 31% in the negative controls to 5% after SLA restimulation.

Caonclusion: The dysfunctional activation of PD-L1 inhibitory pathway after Leishmania antigen
stimulation and reduced levels of IFN-gamma and granzyme B producing-cells could be closely related
to unresponssiveness Lo standard drug treatment of the DCL patient.

Keywords: diffuse cutanecus leishrmaniasis, PDL=1, Leishmania L amazenensis, Interferon gama ([FN=yl.. granzyme B, © cell exhaustion
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
O Sr. (%) esta sendo convidado(a) a participar do projeto: QUANTIFICACAO DO kDNA DE Leishmania
Viannia POR gPCR EM DIFERENTES PROFUNDIDADES DE LESOES CUTANEAS, que sera realizado
num periodo estimado de dois anos no Hospital Universitario de Brasilia - HUB. A Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) é doenca infecciosa que tem tratamento acessivel no territorio brasileiro.
O principal objetivo do presente estudo consiste em observar a quantidade de protozodrios causadores da doenga
nas diferentes camadas da pele, com a finalidade de desenvolver uma técnica de bidpsia mais adequada
(profundidade necessaria) para o diagndstico da LTA. Essas amostras serdo coletadas através de uma bidpsia
incisional de 0,5 x 0,5cm, ja coletada como rotina para analise neste centro, para deteccdo do DNA da Leishmania.
Apenas realizaremos a divisdo das camadas da pele antes desta analise. Os possiveis beneficios do projeto séo
relacionados a apresentacdo do melhor local para se realizar uma coleta mais adequada e tornar o diagndstico de
LTA mais preciso e eficaz.
A biopsia é um procedimento simples realizado com anestesia local e com duragdo de alguns minutos, em que
um pequeno fragmento da pele é retirado para analise patoldgica, ndo resultando em riscos gerais a satde do Sr.
(®. No entanto, solicitamos ainda a autorizacdo para utilizacdo de todas as informagdes contidas no prontuério
para avaliacdo em nosso estudo. Em nenhum momento sera realizada bidpsia apenas para participagdo neste
estudo. Durante a bidpsia incisional de pele, pode ocorrer pequeno sangramento, além de dor local. Garantimos
que o participante da pesquisa receberd uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Esclarecemos que a participagio neste estudo é VOLUNTARIA e que este consentimento podera ser retirado a
qualquer momento, sem prejuizos a continuidade do atendimento médico. Garantimos a confidencialidade das
informagdes geradas e a privacidade do sujeito na pesquisa. N&o sera revelado o nome de qualquer participante.
Eventuais duvidas poderdo ser sanadas, a qualquer momento no telefone (61) 2028-5415 (servigo de
Dermatologia) através de contato direto com a equipe de pesquisa. Ao fim da pesquisa, os resultados serdo
disponibilizados no documento da tese de mestrado da pesquisadora responsavel.
Os pesquisadores apresentardo o termo em consulta previamente agendada ou ao encontro do paciente, ndo sendo
previstos gastos com transporte. Garantimos ainda o cumprimento da indenizagdo cabivel diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa.

Eu, , RG n° fui informado e
concordo em participar, como voluntério, do projeto de pesquisa acima descrito.

Ou

Eu, , RG n° , responsavel legal
por ,RGn° fui informado e concordo com

a sua participagdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima.
Dados de identificacdo

Titulo do projeto: QUANTIFJCA(;AOADO kDNA DE Leishmania Viannia POR qPCR EM DIFERENTES
PROFUNDIDADES DE LESOES CUTANEAS

Pesquisador responsavel: Lais Sevilha dos Santos

Instituicdo a que pertence o pesquisador responsavel: Universidade de Brasilia- UnB
Telefones para contato: (61) 2028-5415

Endereco: SGAN avenida L2 norte, quadra 605.

Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - CEP/FM-UnB

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

Faculdade de Medicina.

Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Brasilia - DF - Brasil.

CEP: 70.910-900 Telefone: (61) 3107-1918

Brasilia, de de

Lais Sevilha dos Santos
RG: 3086405-DF Telefone: 2028-5000
E-mail: cepfm@unb.br/ Telefone: (61) 3107-1918/ Endereco: Faculdade de Medicina - Universidade de
Brasilia-UnB - Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte Brasilia-DF Brasil (CEP: 70.910-900).
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APENDICE 2

N° | Género | ldade (anos) | Grupo Provéavel contégio aﬁiesr?(;?r?wneir?tse%? dNel,JIems(-:ggs L?:;égss Evoluci‘ré]l?(:i(gweses) Aspecto
3 F 90 Controle N 1 MMI 2 Ulcera
6 F 30 Controle N 1 MMS 18 Ulcera
7 F 44 Controle N 2 MMS 4 Ulcera
8 F 57 Controle Joéo Pinheiro - MG N 1 MMI 15 Ulcera
9 M 58 Controle N 1 MMI Ulcera
10 M 41 Controle N 2 MMS 1 Ulcera
14| F 29 Controle S 1 MMI 18 Ulcera
15 M 23 Controle Terra Ronca - GO N 1 MMS 24 Ulcera
23 F 28 Controle | Monte Alegre de Goias - GO N 3 Tronco 2 Ulcera
24 M 64 Controle N 1 Tronco 60 Placa
29 M 18 Controle Vila Planalto - DF N 12 MMI 1 Ulcera
42 M 44 Controle S 1 MMS Papula
45 F 34 Controle Jardim Mangueiral - DF N 2 MMI Ulcera
48 M 48 Controle Taguatinga - DF N 1 MMI Ulcera
50 F 66 Controle Samambaia Norte - DF N 1 MMI 12 Ulcera
53 M 35 Controle Taguatinga Norte - DF N 1 MMI 15 Ulcera
54 M 36 Controle Incra - DF N 1 MMI 1 Ulcera
57 F 66 Controle Coelho Neto - MA N 1 MMI 1 Ulcera
58 M 34 Controle | Nicleo Rural do Rio Preto - DF N 2 MMS 3 Ulcera

Legenda: F: Feminino / M: Masculino / N: Ndo / S: Sim / MMI: Membro inferior / MMS: Membro superior.
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APENDICE 3

. Leishmaniose Ndmero Local das Evolucdo
N° | Género | Idade (anos) | Grupo Provéavel contagio : - ~ (meses) | Aspecto
anteriormente? de lesdes lesdes inicio

4 M 29 LTA Para - PA N 1 Tronco 4 Ulcera

M 39 LTA Januéria - MG N 1 Cabeca 2 Ulcera
11 M 68 LTA N
12 M 68 LTA N
13 M 56 LTA ltubera - BA N 2 MMI 2 Ulcera
16 M 37 LTA Araguari - MG N 67 Tronco 5 Ulcera
19| F 65 LTa | Sana Marg‘:a Vitoria - N 1 MMI 3 Placa
20 M 66 LTA Barra do Garga - MT N 3 MMI 2 Ulcera
21 M 47 LTA Macuco - MG N 1 MMI 2 Ulcera
22 M 66 LTA Caxias - MA N 1 MMI 4 Ulcera
26 M 57 LTA Niguelandia - GO S 3 Tronco Placa
36 F 32 LTA Gandu - BA N 2 MMS 2 Ulcera
37 M 34 LTA Acre - AC N 1 MMS Ulcera
38 M 30 LTA Acre - AC N 1 MMS 2 Placa
43 M 37 LTA Novo Gama - GO N 1 MMS Ulcera
44| M 66 LTA Samamba'fi[\)";e”te Pires N 2 MMI Nédulo
a7 M 52 LTA Cidade Ocidental - GO N 1 Cabeca 24 Ulcera
52| M 56 LTA | Sana Marg‘Ada Vitoria - N 2 MMS 4 Ulcera
55 F 61 LTA Minas Gerais - MG N 2 MMI 2 Ulcera
18 M 65 LTA Bahia - BA N 2 MMI 3 Placa
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31 M 72 LTA Paranoa - DF N 1 MMS 2 Ulcera
33 M 51 LTA N 3 MMS Placa
34 F 55 LTA N 1 MMS Placa
35 F 40 LTA S 1 MMS 24 Cicatriz
40 M 18 LTA N 1 MMI 1 Ulcera
46 M 48 LTA Sao Raimundo - MA N 1 MMS 2 Ulcera
51 M 52 LTA Coribe - BA N 1 MMI 4 Ulcera
59 F 62 LTA Luziania - GO S 1 MMS 2 Placa
2 F 30 LTA Planaltina - DF N 1 MMS 7 Ulcera
17 F 60 LTA N 5 MMI 0.75 Ulcera
25 F 66 LTA | Cabeceiras de Goias - GO N 1 MMI 1 Ulcera
27 F 64 LTA Setor O - DF S Tronco Placa
28 F 61 LTA N 2 MMI Ulcera
30 F 63 LTA N 1 Cabeca Ulcera
32 M 65 LTA N 1 MMI 3 Ulcera
39 M 37 LTA Cristalina - GO N 1 MMI Ulcera
41 M 49 LTA Pirenopolis - GO N 1 MMS 2 Placa
49 F 51 LTA Recanto das Emas - GO N 1 MMI 1 Ulcera
56 F 21 LTA Aguas Lindas - GO N 1 MMI 1 Ulcera
60 M 45 LTA Unai - MG N 1 MMS 24 Placa

Legenda: F: Feminino / M: Masculino / LTA: Leishmaniose Tegumentar Americana / N: Nao / S: Sim / MMI: Membro inferior / MMS: Membro superior.
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APENDICE 4

qPCR -
paralela

qPCR -
hipoderme

qPCR -
derme
inferior

gqPCR -
derme
superior

gPCR -
epiderme

PCR -
ITS1

compatibilidade

Histopatoldgico | Histopatoldgico
amastigota

IFI

NR

NR

NR

NR
NR
NR

Esfregaco | Cultura

NO

11
12
13
16
19
20
21

22
26
36
37

38
43

44
47

52
55
18
31

33
34
35
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NR

NR

NR
NR
NR
NR

NR

NR

40

46

51

59

17
25
27

28
30
32
39
41

49

56
60

Legenda: N: Negativo / P: Positivo / R: Reagente / NR: Nao Reagente/ N: Nao / S: Sim.
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APENDICE 5

: L : . gPCR - gPCR -
Ne | Estregago | cutiura | 1R TG e | npatbildade | ITSL | epiderme | derme | derme | BrC e
superior inferior
3 N N NR N N N N N N N N
6 N N R N N N N N N N N
7 N N R N N N N N N N N
8 N N R N N N N N N N N
9 N N NR N N N N N N N N
10 N N NR N S N N N N N N
14 N N NR N N N N N N N N
15 N N R N S N N N N N N
23 N N N N N N N N N N
24 N N NR N N N N N N N N
29 N N R N S N N N N N
42 N N NR N N N N N P N P
45 N R N N N N N N
48 N N R N S N N N N N N
50 N N N N N N N N N N
53 N N R N N N N N N N N
54 N N NR N S N N N N N N
57 N N NR N S N N N N N N
58 N N NR N S N N N N N N

Legenda: N: Negativo / P: Positivo / R: Reagente / NR: Nao Reagente/ N: Ndo / S: Sim.
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