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RESUMO

Introducgéo: A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) encontra-se entre
as doencas tropicais negligenciadas com ampla distribuicdo geogréfica e
crescente incidéncia. O diagndstico precoce da doenca € essencial, mas nao
existe padrdo-ouro definido. Propde-se que testes multiplos envolvendo a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) seja uma estratégia que aumente a acuracia do diagnostico
de LTA. Objetivos: O objetivo principal do presente estudo é avaliar a
sensibilidade, especificidade e acuracia da IDRM e da PCR em testes
multiplos, realizados nos quadros clinicos compativeis em comparacao a
testes de referéncia no diagndstico diferencial de LTA. Metodologia: A coleta
de dados foi realizada entre janeiro de 2015 a dezembro de 2017 no servico
de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Participantes
com quadro clinico compativel de LTA alocados nos casoscom LTA (n=79) e
controles (n=20), realizaram os testes do padrdo composto de referéncia
(exame clinico, epidemiolégico, imunofluorescéncia indireta, cultura,
microscopia, histopatolégico) e os testes indices (IDRM e PCR). Resultados:
A PCR na populagéo obteve sensibilidade de 74,68%, especificidade de 100%
e acuracia de 79,80%. O uso combinado com a IDRM obteve sensibilidade de
97,47%, especificidade de 60% e acuracia de 89,90%. Discussao: As
analises demostraram que houve aumento significante da sensibilidade. Os
resultados evidenciam novas perspectivas no manejo clinico do diagnéstico

diferencial para LTA através do uso racional da IDRM.

Palavras chave: Leishmaniose; Diagndstico; Acuracia; Teste Intradérmico

Mucocutaneo; PCR.
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Abstract

Introduction: American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is among the
neglected tropical diseases with increasing geographic distribution. Early
diagnosis of the disease is essential, but there is no gold standard. The
objective of testing the wvarious levels of a Montenegro
intradermalimmunoassay (MIDR) and a Polymerase Chain Reaction (PCR)
are strategies that leads to a diagnosis of ALT. Objectives: The main objective
of the present study is to evaluate the sensitivity, specificity, and accuracy of
MIDR and PCR in script tests, such as the reference test in the differential
diagnosis of ALT. Methodology: Data collection was performed between
January 2015 and December 2017 at the Dermatology Service of the Hospital
Universitario de Brasilia (HUB). Participants with ATL-compatible clinical
status allocated to groups (G1, n = 79) and control (G1, n = 20) performed the
reference composite standard tests (clinical, epidemiological, indirect
immunofluorescence, culture, microscopy, histopathological) and index tests
(MIDR and PCR). Results: PCR obtained a sensitivity of 74.68%, specificity
of 100% and an accuracy of 79.80%. The combined use with MIDR obtained
a sensitivity of 97.47%, specificity of 60% and an accuracy of 89.90%.
Discussion: The analysis showed that there was a significant increase in
sensitivity. The results show new perspectives in the clinical management of

the differential diagnosis for ATL through the rational use of MIDR.

Keywords: Leishmaniasis; Diagnosis; Accuracy; Mucocutaneous Intradermal
Test; PCR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Histérico sobre o diagnostico e controle das leishmanioses nas
Américas

As leishmanioses sdo doengas que afetam diversas partes do mundo
ha séculos. Existem dois tipos basicos: Leishmaniose Cutanea (LC) e a
Leishmaniose Visceral (LV). Nas Américas a Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) tem intima relacdo com a evolucdo humana. Impulsionado
pela descoberta do microscopio e pelos conhecimentos disseminados pela
Europa no século XIX por Louis Pasteur, a teoria microbiana tornou-se um
grande marco para a compreensdo das doencas infecciosas, bem como o
desenvolvimento de tratamentos e diagndsticos correspondentes (Silva, Lins,
& Castro, 2016). No entanto, os desafios do equilibrio destas interacdes estédo

longe de se encerrarem.

O Leishmania evoluiu com a humanidade e ha relatos e descricdes em
literaturas do século | d.C. (Basano & Camargo, 2004), quicA muito antes
desta data, confundida pela inexisténcia de mecanismos apropriados de
diferenciacdo doutras doencas e pela falta de registros que sustente
apropriadamente esta hipotese. Sua persisténcia e adaptabilidade desafia o
sistema imune do qual consegue evadir. Pecas de ceramicas encontradas no
continente americano pré-colombiano, 400 a 900 anos d.C., tanto no Peru
quanto no Equador, ilustram figuras humanas desfiguradas, sugerindo a
presenca de LTA (Altamirano-Enciso, Marzochi, Moreira, Schubach, &
Marzochi, 2003). A LTA também é conhecida como Leishmaniose Cutanea
Americana (LCA) (Lainson, 2010).

A interacao entre o Velho e o Novo Mundo nao se limitou as questdes
comerciais. A exploracdo de novos habitats e a migracdo de pessoas para
diferentes ambientes propiciaram um novo cenario epidemiologico na relacéo
parasito-hospedeiro. Intrigantes e misteriosas interacbes microscopicas
baseadas nas adaptacdes entre as espécies tiveram como fator determinante

as condicdes favoraveis para esta coexisténcia no processo evolutivo. Com



ampla distribuicdo geografica mundial o leishmania foi um destes parasitos.
Esta moléstia possui manifestacfes as quais sao popularmente conhecidas
pelas denominagdes: “calazar’, “febre de dum-dum” ou “barriga d'agua”
(formas viscerais , LV) e “botdo de Biskra”, “botdo do oriente”, “Ulcera de
Bauru” ou “nariz de tapir’ (formas cutaneas e mucosas, LTA, LCD e LM)
(Altamirano-Enciso et al., 2003). As espécies do leishmania possuem intima
relacdo geografica e manifestacao clinica correspondente, quando patogénico
ao ser humano. Um exemplo é a detec¢éo do L.(L.) tropica no Velho Mundo e

o L.(V.) braziliensis nas Américas (Lainson, 2010).

No Brasil, h& relatos de casos atribuiveis & LTA no inicio do século XIX
entre os escravos (Furusawa & Borges, 2014). Em 1855, Cerqueira citava a
moléstia denominada “botao de Biskra” (LTA), entre os italianos provenientes
do Brasil; ja, em 1895, Cunningham descreveu a doenca visceral na india
(LV). Em 1898, Donovani evidenciou uma forma de hemoparasita que depois
foi denominado de Piroplasma donovani; e, em 1903, Ross demonstrou que
ndo eram esporozoarios, estabelecendo um novo género, qual seja
Leishmania (FIOCRUZ, 1997; Lindsten, 1999). Em 1903, James Homer
Wright, em Boston, identificou o protozoario coletado de material de uma
Ulcera proveniente de uma crianca arménia (L. tropica), com suspeita de
diagndstico clinico de “botdo do oriente” (ulcera) (Altamirano-Enciso et al.,
2003). Em 1909, Lindenberg abordava as lesbes cutaneas e nasofaringeas
leishmanidticas, e, no inicio do século XX, esta preocupacéo estendeu-se ao
Brasil (FIOCRUZ, 1997). As doencas epidémicas afastavam e comprometiam
o ideal de fazer do Rio de Janeiro a nova Paris das Ameéricas, bem como
afastavam os possiveis imigrantes de virem trabalhar nas lavouras cafeeiras
que perdiam seus trabalhadores escravos por ocasido da libertacdo dos
mesmos. Osvaldo Cruz e Carlos Chagas, a pedido do presidente da época,
foram encarregados de desenvolver medidas de saude publica para o Brasil.
Quanto as leishmanioses, Carlos Chagas enriqueceu a area ao questionar a
denominacéo “rizoplasta”, impropriamente conferida por Nicolle em relagao a

morfologia do parasito relacionado & formacdo de um flagelo



intracelularmente. Porém, Nicole tornou o estudo experimental da doenca
viavel entre 1908-1910 ao inocular o parasito em caes e macacos (Altamirano-
Enciso et al., 2003; Vale & Furtado, 2005).

Na protozoologia das leishmanioses, o jovem Gaspar Vianna
(Altamirano-Enciso et al., 2003) dedicou-se em busca de maiores
conhecimentos acerca destas “Ulceras bravas” no Brasil, responsaveis pelo
“nariz de tapir” (tapirus sao animais popularmente conhecidos como antas).
Ulcera de Bauru é uma denominacdo correspondente & area geografica,
Bauru, em S&o Paulo. Vianna batizou como Leishmania braziliensis a espécie
que identificou. Posteriormente, em sua homenagem, estenderam o nome
deste subgénero de protozoéario com a palavra Viannia. Ele também propés,
na ocasido, o tratamento da Ulcera de LTA por meio da solucédo a 1% de
tartaro emético, atribuindo agéo inclusive sobre o calazar (LV) e ao granuloma
venéreo (Basano & Camargo, 2004; Rezende, 2009). Outros cientistas
brasileiros e estrangeiros destacaram-se na busca pelo conhecimento sobre

as leishmanias na protozoologia (Lainson, 2010).

Em 1926, Montenegro introduziu na pratica médica um teste que
utilizava uma suspensao de amastigotas mortas de Leishmania braziliensis,
qgue foi denominado Intradermorreacédo de Montenegro (IDRM) ou Teste de
Montenegro. Estudos foram apresentados ao longo do tempo, aperfeicoando-
se a técnica e analisando-se os resultados bem como suas peculiaridades

como ferramenta diagnostica (Passos, 2004; Skraba et al., 2015).

A partir da década de setenta, outras espécies foram descritas, como
resultado do aprimoramento das técnicas de analise e intensificacdo dos
estudos ecolégicos e epidemiolégicos (Basano & Camargo, 2004). No
entanto, mesmo com principios desenvolvidos pelas técnicas de biologia
molecular e os avangos tecnoldgicos, ainda ndo existe um Teste ou Exame
Diagnostico (TED) que possa ser considerado ideal (padrdo-ouro) para as
leishmanioses. Os critérios diagnésticos para LTA ndo estdo definidos
homogeneamente e aqueles hoje disponiveis ndo adicionam acuracia

diagnostica suficiente (C.M. Gomes, Paula, et al., 2014). Problematicas



agregam-se a esta, tais como custo, necessidade de pessoal treinado,
infraestrutura, acessibilidade, baixa renda da populacdo afetada, dificuldade
de obter diagndstico em curto tempo para inicio do tratamento (aumento da
duracdo da doenca no momento do diagndstico, reduzindo a presenca de
parasitos nas lesdes) (C.M. Gomes, Paula, et al., 2014; Thompson, Weigl|,
Fitzpatrick, & Ide, 2016).

1.2 Epidemiologia das leishmanioses

A leishmaniose configura uma das mais preocupantes entre as
doencas tropicais negligenciadas (DTNs), com ampla distribuicdo geografica
e crescente incidéncia (MS, 2017). No Brasil as principais espécies
patogénicas envolvidas na LTA (cujo tropismo refere-se a pele e as mucosas)
sdo: Leishmania Viannia braziliensis (L. (V.) braziliensis) e Leishmania
Leishmania amazonensis (L. (L.) amazonensis), cursando muitas vezes como
lesBes cutaneas (llceras) e complicacdes mucosas desfigurantes com perda
de funcionalidade das fun¢des (problemas respiratérios, de degluticdo, entre
outros). Na América do Sul o L. (V.) braziliensis tém sido citado em varias

literaturas e correlacionado as formas cutaneas (Krolewiecki et al., 2017).

Dentre as espécies de Leishmania que mais foram identificadas pelos
orgaos responsaveis pela saude no Brasil, o L. (V.) braziliensis foi identificado
em todos os estados avaliados por unidade federada no Brasil, no ano 2005.
Em segundo lugar de maior distribuicdo geografica, o L. (L.) amazonensis
apresentou-se nos seguintes estados: Acre, Amazonas, Bahia, Ceara, Goias,
Maranh&o, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Rondonia,
Santa Catarina e Tocantis. Em terceiro lugar o L.(L.) guyanensis, em: Acre,

Amazonas, Amapa, Para e Roraima (MS, 2017).

O Quadro 1 relaciona as principais caracteristicas das formas clinicas
da LTA correspondente as espécies do parasito identificado. Tal doenca
infecto-parasitaria ocorre geralmente em populacdes rurais. Atualmente,

constata-se uma crescente mudanca deste perfil epidemioldgico, pois ha uma



franca expanséo desta doenca por todo o territdrio nacional, inclusive nas
cidades, sem considerar a reconhecida subnotificacdo de casos (M. S.
Andrade et al., 2015; MS, 2017; Soares, Almeida, Sabroza, & Vargas, 2017;
Vale & Furtado, 2005).

Quadro 1: Principais Caracteristicas das Formas Clinicas da LTA relacionadas as
espécies de Leishmania no Brasil conforme o Teste de Montenegro (Fontes: Neves,
Melo, Linardi, & Vitor, 2004).

Teste de Especie de

Montenegro Leishmania
L. amazonensis

Formas clinicas Localizacdo

: : . L. braziliensis
Leishmaniose cutanea Infeccdo confinada na derme, L. guyanensis
com epiderme ulcerada Positivo L. leinsoni
Infeccdo na derme, com ulceras.
Leishmaniose cutaneomucosa * |Lesdes metatasticas podem Positivo
ocorrer, com invasdo de mucosa |(resposta L. braziliensis
e destruicdo de cartilagem. exagerada)  |L guyanensis

Negativo
Infeccdo combinada na derme,  |(imunidade
formando nodulos ndo ulcerados. |celular
Disseminacao por todo o corpo. [comprometida) L. amazonensis

Leishmaniose cutdnea difusa

* Leishmaniose cutaneomucosa: poucos casos relatados na Amazénia

Quanto ao panorama internacional das leishmanioses também
apresenta ampla distribuicdo geografica. A relagdo vetor viavel, parasita
infectante correspondente e presenca de hospedeiro vertebrado sé&o
conjugados as condi¢des favoraveis principalmente em areas quentes que
propiciem estas interacfes. Inconsistentemente o continente australiano era
considerado “livre” de casos autéctones e do vetor atribuido ao Leishmania
spp (Aguiar & Rodrigues, 2017). Contudo, fortes evidéncias apontam tanto o
parasito quanto um potencial vetor do subgénero Forcipomyia (Lasiohelea)
nesta regido. Os casos de leishmaniose estudados caracteristicamente eram

importados. O protozoario ja foi identificado em cangurus vermelhos, o



Wallaroo preto e o Wallaby. Curiosamente, a espécie mais identificada por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nesta ocasidao foi a Leishmania
tropica; principalmente em individuos que imigraram ou viajaram para O
Afeganistdo (casos importados) (Roberts et al., 2015). Esta informacéo
contextualiza o quanto a transmisséo deste protozodrio e seu vetor podem se
adaptar a diferentes condi¢cGes e habitats. Além disso novos fatores podem
contribuir para a disseminacéo desta doenca, como, por exemplo, 0 campo,
area normalmente usada para trabalho rural ou residéncia de populactes de

baixa renda, que passa a atender atividades como o turismo rural.

A mudanca climética e 0 aumento da temperatura global (C. S. Mendes
et al., 2016) propiciam condicbes favoraveis para a presenca do vetor e,
consequentemente, do parasito (Hemmer, Emmerich, Loebermann, Frimmel,
& Reisinger, 2018). A interferéncia do homem, seus habitos, culturas e
questdes sanitarias estdo intrinsecamente inseridas no nicho ecoldgico dos
vetores e do parasito que os infectam (G. L. Dias et al., 2018). Pesquisadores
analisaram dados espaciais retrospectivos da leishmaniose relacionando
picos de ocorréncia da doengca em meses que coincidem com o aumento de
precipitacdo, mesmo em periodos frios, no Brasil e no Afeganistao,
corroborando com a questédo intrinseca da precipitacdo climéatica contribuir
com esta patologia (Adegboye & Adegboye, 2017; C. S. Mendes et al., 2016).
Entretanto, alguns autores associam o0 aumento do numero de casos a
presenca de climas secos e baixas altitudes (Pinto, Santos, Grimaldi, Ferreira,
& Falqueto, 2010).

Estudos recentes sobre o relacionamento parasito-hospedeiro
destacam a complexidade dos ciclos de transmissdo, ja considerado um
grande “Enigma enzodtico” (Roque & Jansen, 2014). Este patdgeno apresenta
relacdes que incluem desde reservatorio de Unico até de multi-hospedeiros
(Baum, Ribeiro, Lorosa, Damasio, & Castro, 2013). Sua relacdo espacgo-
temporal (Rosario et al., 2017) é significativamente ampla e sua expanséo
demonstra-se continua; bem como o processo de adaptabilidade em evolucéo

com a histéria humana. Além do vetor possuir habitos alimentares ecléticos e



oportunistas (Marassa et al., 2013), as condi¢cdes expressam-se cada vez
mais favoraveis para o surgimento do agente etiologico entre habitats
interligados, qual seja antropogénicos e de sistemas heterogéneos (silvaticos,
sinantropicos, peridomiciliares e urbanos). Estudos revelam que reservatorios
de multi-hospedeiros contribuem para a manutencéo do L. braziliensis. Estas
pontes intercambiaveis tomam dimensdes desfavoraveis ao ser humano. O
desmatamento tem sido relacionado a ocorréncia da LTA no Brasil (M. S.
Andrade et al., 2015; Avila-Pires, 1989; Barcante, 2017; Baum et al., 2013; G.
L. Dias et al., 2018; Marassa et al., 2013; C. S. Mendes et al., 2016; Mubayi
et al., 2018; Tanure et al., 2015; Tonelli, 2017). Em acréscimo (M. S. Andrade
et al., 2015) comentam em seus estudos que o L. (V.) braziliensis ser o
parasita dominante relacionado a LC no Brasil. Neste artigo citaram a
estimativa anual de 26.000 novos casos humanos registraveis, mas cuja

incidéncia variaria de 72.800 a 119.600 relacionada ao LTA.

Alguns casos de LTA recidivam, mesmo apoés tratamento, indicando
inclusive uma perspectiva inapropriada de abordagem diagnéstica e
resisténcia parasitaria ao farmaco utilizado nos dias atuais (Aguiar &
Rodrigues, 2017, 2017; MS, 2017; Murray, Berman, Davies, & Saravia, 2005;
L. F. G. Oliveira et al., 2014). Muitos casos sao atendidos apés anos de
investigacdo e tratamento direcionados a diagndsticos diferentes ao de
leishmaniose, trazendo a luz a necessidade de um diagnostico mais

apropriado a esta doenca infecto-parasitaria.

Considerando-se o0s Ultimos anos no que se direciona ao
aprimoramento de técnicas de diagndstico e tratamento, percebe-se que,
apesar de esforcos realizados, houve uma certa estagnacdo e poucos
avancos tém sido observados nas areas de diagndstico e tratamentos efetivos
para LTA. Os paises mais desenvolvidos demonstraram pouco interesse na
pesquisa e estudo desta tematica, que conferiu o status de doenca
negligenciada a leishmaniose. Ademais, ha um certo grau de complexidade
em se desenvolver um teste diagnostico padrao-ouro (C.M. Gomes, Paula, et

al., 2014; Simpson, 1987) para conferir suporte ao tratamento farmacolégico



atualmente preconizado. Logo, ha necessidade de se qualificar a capacidade
diagnéstica que antecede ao tratamento de reconhecidos efeitos toxicos
preconizado para LTA (MS, 2017). A busca de definicdo diagnostica em
conjunto com a morosidade do proprio processo saude-doenca, sendo a rede
publica responsavel por absorver grande demanda das doencas
negligenciadas, torna cada vez mais inadiavel a reducdo do tempo de
resolucao dos crescentes casos de LTA, bem como o seu custo final (Biswas
et al., 2018; Saldiva, Veras, Saldiva, & Veras, 2018).

Na prética clinica, observam-se outras dificuldades e equivocos para o
correto diagnéstico das leishmanioses, que permeiam desde fatores
estudados pela epidemiologia (como: acesso ao sistema de saude,
subnotificacdo, questdes socioecondmicas e culturais, falta de adesdo ao
tratamento, diagnéstico tardio, entre outros) a dificuldade de se concluir um
diagnéstico assertivo. Alguns quadros clinicos sdo inespecificos frente as
caracteristicas habituais que definem a LTA (Aguiar & Rodrigues, 2017). Tais
equivocos contribuem para manutencao e agravamento desta patologia sobre

todos os prismas em que ela se insere.

1.3 Ciclo de transmisséo

A leishmaniose € uma zoonose causada por protozoarios transmitidos
pelo vetor popularmente conhecido por “mosquito-palha” ou “mosca-da-areia”.
E um inseto flebotomineo (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) tendo as
espécies Lutzomya e Psychodopigus presentes nas Américas. Cerca de 98
espécies dos géneros Phebotomus e Lutzomya séo suspeitas ou confirmadas
como vetores de leishmaniose humana. Pesquisadores destacam o fato deste
vetor ter competéncia ndo somente para o desenvolvimento do Leishmania,
mas também para outros parasitos como o Bartonella e o arbovirus
(Vesiculovirus, Phlebovirus, Orbivirus) (Bastos et al.,, 2016; Galluzzi,
Ceccarelli, Diotallevi, Menotta, & Magnani, 2018; Shimabukuro, Tolezano, &

Galati, 2011). Embora somente a fémea seja hematofaga (0 sangue é



essencial para maturagao ovariana e ovoposicao), estes insetos se alimentam
essencialmente de seiva. A caracteristica especifica inclui seu estagio larval
em matéria organica contida no solo (ndo na agua). Sado holometabolos e suas
fases incluem: ovo, estagio larval, pupa e inseto adulto. Os adultos
apresentam dimorfismo sexual, corpo delgado, asas estreitas e hialinas
revestidas de longas cerdas e que permanecem eretas e fletidas para cima
qguando em repouso, diferentemente de outros dipteros (Bastos et al., 2016;
Fagundes, 2016). Seu habito alimentar crepuscular facilita o contato com
mamiferos, onde constantemente sao identificados em galpdes de animais
(Lutzomya whitmani) e em galinheiros (Lutzomya longipalpis) (Baum et al.,
2013; Tanure et al., 2015). Até o momento ndo foram encontrados registros

de infeccdo em aves e anfibios (Neves et al., 2004).

O género do Leishmania (MS, 2017), da ordem Kinetoplastida
apresentam mitocéndria Unica, denominada cinetoplasto, e é da familia
Trypanosomatidae, Filo Protozoa (Lainson, 2010; Neves et al., 2004). Ele
inclui algumas espécies patogénicas ao homem que, infectado, desenvolve a
doenca chamada leishmaniose. O ciclo deste protozoario digenético é
completado dentro do vetor. Os reservatérios consistem basicamente de
mamiferos, entre eles: marsupiais, roedores, caes e humanos. Primatas néao
estdo excluidos deste papel, bem como os gatos, embora seja menos usual
(CRMV-MG, 2012; Silveira et al., 1990).

A Figura 1 apresenta o ciclo de vida do protozoario Leishmania em suas
duas formas basicas, mostrando que durante o0 repasto sanguineo de
fleb6tomos infectados, os promastigotas metaciclicos sdo regurgitados e
fagocitados pelas células locais. No hospedeiro humano, as promastigotas
metaciclicas (forma flagelada de maior infectividade) se transformam em
amastigotas (forma aflagelada, parasitismo em mamiferos) que, ao se
replicarem, rompem a célula hospedeira infectando novas células. O vetor que
se alimenta de um hospedeiro infectado, pode ingerir 0 parasito, reiniciando o
ciclo do parasito, transformando forma amastigotas em promastigotas pro-

ciclicas (Ferreira, 2015; Veras et al., 2016). Morfologicamente, a forma



promastigota possui flagelo extracelular, livre, e corpo alongado. A forma

amastigota apresenta flagelo intracelular, sem movimentos.

" Flebotominios Mamiferos ™
e ™\
y (Fémea)

I.:' . Transferéncia de \
Transf;)r:]magao promastigotas \
promastigotas mt(artggécsligos
."; metaciclicos sanguineo) "".‘
| , |
| Proliferagéo de Interiorizagéo |
\ promastigotas proé-ciclica celular (

no intestino médio (fagocitose)
\
‘\\ Ingesta de Transformacao de //’
sangue com promastigotas em y

amastigotas ffamm ~ amastigotas

Figura 1: Ciclo de vida do parasito da Leishmaniose (fonte: (Veras, Bezerra
de Menezes, Veras, & Bezerra de Menezes, 2016)).

Um fato relacionado aos protozoarios tripanossomatideos consiste
justamente em seu DNA mitocondrial (cinetoplasto ou KDNA, correspondendo
de 20% a 30% do DNA do Leishmania), incomum entre os de outras estruturas
encontradas na natureza em: estrutura, fungéo e modo de replicagédo. Existem
dois tipos de circulos de kKDNA: minicirculos (10.000 a 20.000 coépias) e
maxicirculos (20 a 50 copias) (C.M. Gomes, Paula, et al., 2014; Shapiro &
Englund, 1995; Simpson, 1987).

O periodo de incubacao do parasito, antes das manifestacdes clinicas
varia no intervalo de duas semanas a dois anos. As expressdes clinicas estao
diretamente relacionadas a espécie correspondente, divididas nas Américas,
em: LTA e LV. A forma tegumentar pode ser: Cutanea (LC), Cutanea Difusa
(LCD) e Mucosa (LM). Mais de trinta espécies ja estdo identificadas e cerca
de vinte sdo patogénicas. Destas, oito no Brasil, sendo seis do subgénero
Viannia (Lainson, 2010; MS, 2017).
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1.4 Apresentacéo clinica

A apresentacdo clinica das leishmanioses ocorre em duas formas
principais, a visceral e tegumentar. As formas viscerotrépicas (LV) acometem
orgdo como o baco, o figado, os linfonodos e a medula éssea (LV). As
leishmanias dermatrotopicas / mucotrépicas estao correlacionadas as lesdes

em areas da pele, mucosas e vias aéreas (Altamirano-Enciso et al., 2003).

A LV também é conhecida por Ka-lazar (do hind. Kala = negro e azar =
venevo) ou febre negra e € uma doenca crénica que acomete, através do
parasitismo intracelular ocasionado pelo leishmania como o da espécie L.
Donovani chagasi/ infantum, principalmente o figado, o baco, a medula 6ssea
e os linfonodos. Observa-se predominio de casos em criancas principalmente
por modulacdo de respostas intrinsecas do hospedeiro, cujos relatos
relacionam casos agravados associados a desnutricdo infantil. Os sintomas
estdo relacionados a disfuncéo continua dos 6rgaos e pode ocasionar desde
ascite até a morte do individuo infectado (Ferreira, 2015; A. F. Frade, 2011;
MS, 2017).

Na LTA, a evolucdo, quando nédo ocorre autorresolucdo de casos
assintomaticos, pode consistir no desenvolvimento em noédulo no local da
picada, desenvolvendo as Ulceras tipicas, popularmente chamadas de “feridas
bravas” (Neves et al., 2004). A LTA resulta da infec¢ao por Leishmania com
tropismo cuténeo e mucoso (M. S. Andrade et al., 2015). A Figura 2 apresenta
a equivaléncia entre estagio e histologia desde o processo de infeccéo
(n6dulo) até a cicatrizagdo da lesdo na leishmaniose tegumentar. Todas as
faixas etarias e todos os géneros estdo vulneraveis (Ferreira, 2015; MS,
2017).
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ESTAGIO HISTOLOGIA

Epiderme intacta,
farte infilrado

de macrifagos,
nUMerosos parasitos

Madulo

Ulceragao superficial,
Ulcefagao {orla infiltrade de
imicial linfécitos, macrdfagos

AUMeroses parasilos

_ Uieera profunda,
Ulcera processo inflamatério
estabilizada ativo na periferia,
com lestes-satélites,
leso-satéite poucos parasitos

Leve depressio

na pele

epiderme fina,
Lesdo ﬁhrose_dérmica,
ausdncia de
parasilos

——— e —

O e e T L e PR

cicatrizada

Figura 2: Evolucao da leséo ulcerada na leishmaniose tegumentar americana
(Neves et al., 2004).

A lesao da leishmaniose cutanea (LC), na sua forma cutaneo limitada,
emerge desde uma simples papula (Unica ou multipla). A ulceracdo em geral
apresenta bordas da ferida infiltradas em molduras e sdo indolores (MS,
2010). A forma mucosa (LM), secundaria ou ndo a cutédnea, expressa
infiltracdo, ulceracdo e destruicdo que comprometem estruturas do tecido
nasal, faringe ou laringe, capaz de causar deformidades desfigurantes e
problemas secundarios (relacionados a fala, ao trato respiratorio e ao trato
digestivo). Casos de isolamento social e familiar gerados pela percepcéo e
estigma afastam mais estes seres de um acolhimento para resolugéo de suas
angustias e os distanciam de uma possivel cura, mantendo-se um sofrimento
por vezes desnecessario e superior ao que precisava existir. Sob o prisma de

doenca ocupacional gera reflexos socioecondmicos significativos,
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comprometendo em geral a renda familiar e a sobrevivéncia deste individuo e

seu nucleo familiar.

Apresentacfes menos frequentes de lesbes tendem, tratadas ou nao,
a uma mudanca de carga parasitaria e a uma possivel autorresolugcdo; com
formacdo de cicatrizes, passando-se desapercebidamente da hipotese
diagnostica de leishmanioses (Cota et al., 2016; Quintella, 2010). Individuos
com anergia imunoldgica desenvolverdo formas com abundéncia em
parasitos como a leishmaniose difusa. Ha individuos que apresentam forte
resposta imunologica celular, ndo suficiente para cura, que desenvolvem
formas crénicas como a lupdide e a recidiva cutis (C.M. Gomes, Paula, et al.,
2014).

1.5 Diagnostico diferencial

Algumas doengas nao infecciosas podem confundir-se clinicamente
com LTA. Alguns exemplos tangenciam neoplasias, doengas inflamatorias e
doencas vasculares (MS, 2017). Formas an6malas ja foram atribuidas a
doencas como a hanseniase e até mesmo a sifilis. Diagndsticos diferenciais
de patologias fungicas sao essenciais em alguns casos, expondo 0s
profissionais de salde a uma indefinicdo diagnostica e decisdes randdmicas
inclusive para definir e sustentar um tratamento. Neste aspecto, ndo somente
0 médico e o individuo como um todo estdo envolvidos. Além do sofrimento
pessoal que concretiza a perda de sua qualidade de vida e capacidade
laborativa, muitos curativos séo realizados por profissionais de enfermagem,
desnecessariamente, percebendo-se o retorno continuo de pessoas com
“Ulceras”. No entanto, este esforco mutuo e gasto continuo serao sempre
ineficientes enquanto o parasito ndo for identificado e controlado. Outras
profissdes séo requisitadas, muitas vezes em busca infrutifera, em sistema de
salde publica, incluindo-se psicélogos e assistentes sociais. O gerenciamento
de informacdes diagnosticas reduz o tempo para o inicio do tratamento, cujo

desfecho costuma ser favoravel na maioria dos casos de LTA. Vale destacar
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que, pelo perfil dos individuos acometidos por leishmaniose, a rede publica de
salde é essencial no Brasil. O retorno as atividades remuneradas e a reducao
do tempo de afastamento para tratamento de salde agregam qualidade as
guestdes econdmicas coletivas de uma nacédo (Biswas et al., 2018; Saldiva et
al., 2018).

Tais observacbes séo relevantes para avaliarmos, mesmo com
recursos limitados, uma estratégia diagnostica diferencial para LTA frente ao
gque se encontra conhecido cientificamente e pode ser viavel nas

circunstancias atuais.

1.6 FisiopatogeniadaLTA humana

Inequivocamente, tanto os produtos da saliva do vetor quanto a carga
parasitaria, forma e espécie da Leishmania séo relevantes para a patogénese.
A capacidade imune inata desempenhada é fundamental para delinear o
processo inicial. A funcdo imunoldgica nesta relagdo inclui células efetoras tais
como os macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas e células Natural Killer -
NK (Cruvinel et al., 2010). A Leishmania possui, dentre outros artificios, a
capacidade de evasédo do sistema imune através da arte de utilizar o proprio
neutréfilo (cavalo-de-troia) (Shapira & Zinoviev, 2011) para infectar e
sobreviver intracelularmente em macrofagos inativos (naives). Os macrofagos
infectados ndo conseguem contribuir para manutencdo da homeostase do
organismo humano. Técnicas como a citometria de fluxo contribuem para o
esclarecimento desta interacdo (Falcdo, 2013). Burlando este importante
mecanismo de defesa, as condi¢des favoraveis dependem essencialmente
(ndo exclusivamente) do perfil predominante do polo imunolégico definido no
paradigma Thl — Th2 (linfocito T helper). Reconhecidamente a polarizacéo
tipo 1 é mais favoravel. Bem modulada a linfocina IFN-y parece contribuir na
contencgdo de patégenos intracelulares. No entanto, a cicatrizagao ocorre pela
substituicdo continua do tecido por fibroblastos gerando uma cicatriz residual.

Ja a incapacidade de elaborar uma resposta eficaz e a producdo de IL (4,5 e
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10, por exemplo) é caracteristica do polo tipo 2, desfavorecendo o individuo.
Isto porque a desorganizada resposta inflamatoria junto com a maior
sobrevivéncia do parasito, ocasionam demora de regressao e agravamento
do quadro clinico (maior numero de lesdes, invasdo de mucosas,
disseminacdo), baixa resposta terapéutica e possivel reincidéncia da

patogénese (Romao, 2008).

Insolitamente, € nesta polarizacdo que encontramos contratempos nos
meétodos diagndsticos atuais. Quanto mais eficiente a resposta imune inata,
menor quantidade de parasitos conseguimos isolar. Ao longo do tempo de
evolucado da doenca ha mudancas da relagéo entre a taxa de multiplicacéo de
parasitos e eficiéncia celular do hospedeiro. Os restos deste processo geram
exsudato seropurulento, mesmo que em pequena quantidade. As ulceracdes
cladssicas da LTA sdo descritas histologicamente como dermatite
granulomatosa difusa ulcerada e, quando possui borda costuma ser infiltrada

e emoldurada.

Em casos por L. braziliensis ha a apresentacéo de discreto infiltrado e
escassez tanto de macréfagos quanto parasitos, e ha ainda a presenca de
linfécitos e plasmacitos. Co-infeccdes podem desvirtuar o dificultoso processo
diagnéstico. Instigando os cientistas mais ainda, parasitos ja foram isolados

de locais de cicatrizes tratadas anos antes (MS, 2017).

A idiossincrasia mutua da interacdo entre o parasito Leishmania e seu
hospedeiro humano ainda ndo estd compreendida de forma minimamente
satisfatoria para que proporcionemos o equilibrio da interacéo controlada sem
risco de prejuizo a saude do hospedeiro humano, caso haja condigbes
favoraveis ao parasito, mesmo que através de intervencéao farmacolégica (MS,
2017; Scott & Novais, 2016).

1.7 Estado atual do diagnéstico daLTA

Cientistas conferem como fundamental a imunidade celular na

resolucdo da infeccdo pelo leishmania (Scott & Novais, 2016), inferindo a
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relevancia de um teste imunol6gico. Embora conste no manual do MS como
disponivel a IDRM encontra-se fora do mercado, por baixa producéo, falta da
capacitacao dos servi¢os de saude em identificar os parasitos em esfregacos
das les@es e a falta de distribuicdo do produto imprescindivel a sua execucao,
0 antigeno (Basano & Camargo, 2004). Rumores e questionamentos
emergem sobre o retorno da técnica de IDRM, a qual demonstrou sua utilidade

ao longo dos anos que foi utilizado.

O manual do Ministério da Saude sobre LTA (MS, 2017) prop8e que 0s
diagnosticos para lesdes sugestivas de leishmaniose tenham base clinico-
epidemioldgica, complementado pelo IDRM e eventual prova terapéutica. A
PCR, um dos mais avancados entre os TED disponiveis, consiste em método
molecular por exceléncia e tem sido preconizado em centros de referéncia
para diagndstico de LTA. No entanto, necessita de recursos fisicos,
econdmicos e de pessoal treinado, fatores nem sempre consistentes com a
realidade de areas endémicas de leishmanioses e que, em geral, encontram-
se em distantes dos centros de referéncia. A Figura 3 apresenta o diagnostico

clinico e a Figura 4 o diagn@stico laboratorial da LTA, preconizado pelo MS.

CLiNICO

LEISHMANIOSE CUTANEA (LC): LEISHMANIOSE MUCOSA (LM):
< LOCALIZADA TARDIA
INFEGLAOINARARENTE DISSEMINADA SEM LESAO CUTANEA PREVIA
RECIDIVA CUTIS CONCOMITANTE

CONTIGUA
PRIMARIA

Figura 3: Diagndstico Clinico da LTA (adaptado de:(MS, 2017).
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LABORATORIAL

EXAMES PARASITOLOGICOS EXAMES

EXAMES IMUNOLOGICOS HISTOPATOLOGICOS

IDRM

DEMONSTRAGAO DIRETA .
(ESCARIFICACAO, BIOPSIA, PUNGAO
ASPIRATIVA);

ISOLAMENTO EM CULTIVO IN VITRO;
ISOLAMENTO IN VIVO;

REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE
(PCRY).

Figura 4: Diagnéstico Laboratorial da LTA (adaptado de: (MS, 2017).

Preconiza-se 0 conjunto de diagnostico epidemiolégico, clinico e
laboratorial durante a investigacdo diferencial. O diagnéstico que
definitivamente sustenta uma concluséo plena € o que contempla o achado
do parasito em si. As técnicas correspondentes para captura de amostra

basicamente requerem procedimento invasivo, como a bidpsia.

Em relacdo a suspeita de infec¢do por Leishmania é imprescindivel
salientar a importancia da visao multiprofissional para o encaminhamento do

individuo ao centro de referéncia (Garbin et al., 2017).

A IDRM e provas soroldgicas sdo métodos auxiliares. Em relacédo ao
desempenho da IDRM a tendéncia de resposta imunoldgica tipo 1 favorece
maior positividade deste teste. Segundo o préprio MS, este teste € uma
ferramenta rotineiramente utilizada como avaliagcdo da imunidade celular
antileishmania, restringindo-se sua compreensdo para apurar se houve
exposicdo ao parasito e ndo que a doenca esteja necessariamente em
atividade. A imunossensibilidade confere uma positividade com risco de se
estabelecer um diagndstico inapropriado, principalmente em individuos que
residam em &rea endémica. Enfim, a quebra da homeostase por exposicéo ao
Leishmania pode se apresentar, independentemente da patogénese
propriamente estabelecida, e o desempenho da IDRM demanda atencao a

diversos aspectos. Algumas destas observacfes estdo na remissdo da
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infeccdo, em teste previamente realizado e em possivel casos de imunidade
concomitante (Borges et al., 2003; SBP, 2003).

O diagndstico parasitologico € muito Gtil na LTA pela identificacéo
microscépica de formas amastigotas (dentro de macrofagos). A técnica inclui
tecidos de bidpsia, aspirados de lesbes ou cultura de tecido, mas pode ser
dificultada pela eventual baixa carga parasitaria no momento do procedimento
(T. A. de O. Mendes, 2015). Observa-se neste método limitaces tais como a
sua baixa sensibilidade, podendo passar parasitos desapercebidamente do
melhor microscopista que verifiqgue a lamina. Para o exame histopatoldgico o
encontro de amastigotas ou de um infiltrado inflamat6rio compativel pode
definir ou sugerir o diagndstico, respectivamente (Magalhdes et al., 1986;
Neves et al., 2004).

Os padrdes histopatolégicos na LTA incluem alteragbes dérmicas ou
do cérion das membranas mucosas. As fases béasicas sdo: a reacao
exsudativa celular, a reacdo exsudativa e necrética, a reacdo exsudativa e
necrotico-granulomatosa, a reacao exsudativa e granulomatosa e a reacdo
exsudativa e tuberculdide (Magalhdes et al., 1986). E essencial a necessidade
de treinamento continuo e boas préticas para que haja eficiéncia do
isolamento de parasito, podendo ter resultados influenciados pelas condi¢cdes

de coleta, manipulacdo do material e condi¢des de cultivo.

O diagndstico laboratorial € uma ferramenta de extensa valia para
deteccdo de espécies e contribuicdo para vigilancia epidemioldgica, bem
como a minimizacdo de agravos. A confirmacdo e diferenciagdo do
diagnéstico clinico potencializa o uso de métodos terapéuticos disponiveis e
otimiza a resolucéo do quadro clinico patolégico. Simultaneamente, confere

maior confianga na prescrigdo de farmacos com elevada toxicidade.

Assim também ocorre no uso da PCR em todas as suas dinamicas.
Apesar de oferecer muitas possibilidades, também encontra certas limitacdes,
principalmente a acessibilidade, o custo, o emprego de laboratorio apropriado

e de pessoal treinado.
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1.8 Propriedades dos Testes e Exames Diagnoésticos (TED)

Quanto aos propésitos das tecnologias em saude, as mesmas sao
classificadas em: preventivas, de triagem, de diagndstico, terapéuticas e de
reabilitacdo (Nunes et al., 2015). Dentro deste cenério, TED sédo tecnologias
de diagndstico que auxiliam na tomada de decisdo do tratamento a ser
executado. Estabelecer diagndstico € um processo que confere incertezas
gue podem ser esclarecidas por métodos conhecidos como testes. Em muitos
casos, estes sdo inexistentes, indisponiveis, caros ou imperfeitos. A auséncia
de um TED Unico requer estratégias que reduza a probabilidade de resultados
falsos negativos e falsos positivos. O uso de mdultiplos testes com
caracteristicas mais sensiveis e especificas podem constituir estratégias que

fornecam um desempenho mais eficiente (Fletcher & Fletcher, 2005)

As estruturas atuais para avaliacdo da eficacia de TED séo limitadas,
mas 0s resultados devem ser consistentes e aceitaveis. Neste contexto,
precisdo (reprodutibilidade ou confiabilidade) € considerada como a
consisténcia de resultados quando a medi¢cdo ou exame se repete (Fletcher &
Fletcher, 2005; Gordis, 2014; Medronho et al., 2008).

E fundamental o equilibrio entre os beneficios e danos associados a
novos testes ou aqueles ja existentes. A acuracia confere a validade
operacional (Kawamura, 2002; Medronho, Bloch, Luiz, & Wernwck, 2008;
Rouquayrol & Filho, 2006).

Neste trabalho, considera-se o arquétipo da classica tabela 2x2
(Quadro 2) para definicdo dos termos sensibilidade, especificidade e acuracia
na relacdo entre diagnostico e resultado de ocorréncia de doenca verdadeira
ou falsa (Fletcher & Fletcher, 2005). A sensibilidade revela a capacidade de
um TED identificar a doenca entre pessoas realmente doentes. A
especificidade revela a capacidade de identificar ndo doentes entre individuos
sadios. A acuracia pode ser considerada como a medida de exatiddo de um

TED frente os resultados obtidos de sensibilidade e especificidade numa
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amostra avaliada, que permite relativiza-lo ao padréo-ouro para o diagnostico
de uma doenca (C.M. Gomes, 2014). Compreender-se-4 a acuracia (ou
validade) de um TED como sendo a capacidade para detectar o verdadeiro

valor daquilo que é medido, observado ou interpretado.

Pesquisadores definem como TED padrédo-ouro aquele que, Unico ou
combinado, seja capaz de representar com fidelidade o real estado do
individuo, qual seja sadio ou doente em relacdo a doenca investigada (C.M.
Gomes, 2014; MS, 2017; OPAS / OMS, 2018). Infere-se que, frente ao
analisado, quanto maior a sensibilidade e a especificidade, maior a acuracia
de um TED, aproximando-se do padréao-ouro almejado (Kawamura, 2002). O
Quadro 2 apresenta a definicdo dos conceitos de especificidade, sensibilidade
e acuracia, além dos Valores Preditivos Positivos e Negativos. O valor
preditivo positivo (VPP) reflete a qualidade de um teste identificar
corretamente um individuo doente. E o valor preditivo negativo (VPN) os ndo

doentes (Guimaraes, 1985).

Para investigacao, a hipotese diagndéstica sera estimada através destas
medidas que, associadas a amostra total, podem identificar a acuracia do
TED, definindo a proporcdo de acertos nesta relacdo entre especificidade e

sensibilidade (correlacionados a amostra estudada).

Quadro 2: Validacdo de um TED (adaptado de: (Fletcher & Fletcher, 2005;
Medronho et al., 2008; Rouquayrol & Filho, 2006; Vieira, 2015).

Validacdo de um TED

Resultado do TED Doentes (n) N&o Doentes (n) Total (n)
Positivo A B A+B
Negativo C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D
Legenda:

A = verdadeiro positivo (V+)

B = falso positivo (F+)

C = falso negativo (F-)

D = verdadeiro negativo (V-)

Valor Preditivo Positivo (VPP) = A/ (A + B)
Valor Preditivo Negativo (VPN) =D/ (C +D)
Sensibilidade = A/ (A+C)

Especificidade =D / (B+D)

Acuracia = (A+D) / (A+B+C+D)
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A incerteza do prognostico (hipotese diagnostica) deduz a sua
expressdo como uma probabilidade melhor estimada recorrendo-se a
investigacdo na pesquisa clinica em busca de evidéncias que sustentem uma
decisao final para determinar um CID e definir o seu respectivo tratamento.
Os cuidados atinentes a tomada de decisdo quanto ao diagndstico infringem

grande impacto inclusive nos recursos destinados a saude coletiva.

Duas medidas de frequéncia (quantificacdo da ocorréncia de eventos
numa populacdo) de uma determinada doenca podem ser consideradas para
uma amostra. Uma € a incidéncia compreendida pelo surgimento de novos
casos, inferindo probabilidade ou risco, que se refere as caracteristicas
dindmicas, inusitadas). Outra medida € a prevaléncia, ou seja, a existéncia e
duracdo da doenca. Esta pode ser “de periodo” ou “pontual’” e cuja
caracteristica “estatica” confere observagbes mais constantes. Outros
aspectos devem ser considerados para um panorama epidemiol6gico mais
apurado. A incidéncia numa regido endémica pode ser refletida na prevaléncia
aumentada encontrada, por exemplo, em centros de referéncia de diagnostico
e tratamento especifico. Pardmetros como sensibilidade e especificidade
apresentam maiores resultados em investigagdes cuja amostra populacional
possua alta prevaléncia (Guimardes, 1985), o que se constitui na realidade
encontrada em centros de referéncia de diagndstico e tratamento a patologias

diferenciadas como as leishmanioses.

A sequéncia das atividades elaboradas para o diagnéstico deve seguir
0 padréo estipulado para Boas Préticas (MS, 2011). A acurécia (validacéo) e
a precisao (reprodutibilidade ou confiabilidade) alicercam os TED na area de
saude (Fletcher & Fletcher, 2005; Thompson et al., 2016).

Os testes multiplos séo estratégias que podem ser aplicadas de duas
maneiras: em paralelo e em série; a fim de tornar evidéncias consideraveis
aceitaveis como parametro de definicdo de diagndstico de uma doenca ou
agravo (Fletcher & Fletcher, 2005; Garbin et al., 2017; Medronho et al., 2008).
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Os testes amparam o diagnostico clinico, auxiliam quanto a triagem
(identificando doenca ou agravo a saude assintomaticos) e contribuem com
as evidéncias cientificas em pesquisas. O custo-beneficio ocorre frente aos
parametros que forem delineados e presentes. Alguns recursos como a
escolha do tipo de teste, sua repeticio ou a combinacdo com outros

disponiveis sao utilizados para se definir um diagndstico final.

O emprego de testes em paralelo (Figura 5) implica em testes
simultaneos, e é indicado quando ha necessidade de resultados rapidos.
Porém isto pode elevar o custo, pois o0s testes sao realizados em todos os
individuos. Soma-se a uniao de resultados positivos (A U B) objetivando-se o
aumento da sensibilidade e identificacdo dos individuos doentes, através da
reducao dos falsos negativos. No entanto a especificidade pode ser reduzida,

pela possibilidade de ocorrer o aumento de falsos positivos.

Testes |
Paralelos
Testel > Teste2
v v
Resultado Resultado Resultado Resultado
Negativo 1 Positivo 1 Negativo 2 Positivo 2
Intersecdo Unido
RESU|tadOS Resultados
Negativos Positivos
\
v
Resultado Final Negativos Resultado Final Positivos

Figura 5: Estrutura basica de testes em paralelo

O emprego de testes em série (Figura 6) ocorre sequencialmente, onde

o resultado de um teste € usado para filtrar 0 uso do seguinte. Assim, estes
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testes reexaminam os resultados com amostras positivas do teste anterior. O
reexame (A N B) permite investigacao e até substituicdo de um TED (mesmo
que padrao, porém caro ou que ofereca riscos) e proporciona evidéncias para
pesquisas. Pode ser parametro confirmatério para definir um diagnéstico.
Estes testes podem aumentar a especificidade, pois podem reduzir o nimero
de falsos positivos. No entanto, a sensibilidade pode ser reduzida em funcéo
do aumento de falsos negativos.

Neste trabalho, propde-se uma variacdo dos testes em série, de modo a
fazer o reexame néo dos resultados positivos, mas sim dos resultados
negativos do teste anterior. Desta maneira, seriam considerados positivos a
unido de resultados positivos dos dois testes (A U B), assim como ocorre no
teste em paralelo. Isto, também permite o aumento da sensibilidade e pode
ter como consequéncia a diminuicdo da especificidade (de forma similar ao
teste em paralelo). A grande vantagem é a utilizacdo do teste anterior como
filtro, 0 que pode implicar em reducdo de custos através no manejo clinico

mais racionalizado.

Testesem
Série
Teste 1
\ 4
Resultado Resultado
Negativo 1 Positivo 1
Teste 2 Teste 2
A 4 h 4

Resultado Resultado Resultado Resultado
Negativo 1 Positivo 1 Negativo 1 Positivo 1

Resultado Final Negativos

Resultado Proposto
para detecgdo de LTA

|

Resultado Final Positivos

Figura 6: Estrutura basica de testes em série e variagdo proposta em

destaque
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2 JUSTIFICATIVA

Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a leishmaniose
configura entre as principais e mais preocupantes doencas negligenciadas
(Rosario et al.,, 2017). Nas Américas, existe um Plano de Acdo para
leishmanioses previsto no periodo de 2017-2022 pela Organizacdo Pan-
Americana para a Saude (OPAS), corroborando com as perspectivas de
acOes imediatas de diagnostico frente ao cenario atual. A alternativa imediata
consiste no uso de métodos ja reconhecidos, como, por exemplo, os métodos
de diagndéstico mencionados anteriormente. Além da consisténcia para
registros e acdes epidemioldgicas, identificar precocemente e corretamente a
doenca pode prevenir complicacdes clinicas, incapacidades e mutilagdes.
Dentre o0s paises das Américas que reportaram leishmaniose
mucosa/mucocutanea, o Brasil possuiu a maior incidéncia (762 casos
registrados em 2016 conforme relatério emitido pela (OPAS / OMS, 2018).
Em relacdo a LC, uma das metas previstas neste plano inclui a reducdo da
mesma no grupo de individuos menores de 10 anos (15,5%, ou seja, 7.583
casos em 18 paises das Américas, em 2016). As areas de fronteira expressam
grande incidéncia de leishmanioses (OPAS / OMS, 2018). Acompanhamos
nos Uultimos anos imigracdes (exemplos: venezuelanos para o Brasil,
mexicanos para os Estados Unidos e africanos para a Europa) decorrentes de
fatores de busca por qualidade de vida (fuga da miséria e de guerras em pais
de origem). Esta realidade reivindica a necessidade da revisdo de questdes
epidemiologicas. Nos dias atuais esta tem sido uma preocupacao na Europa
e nas Américas do Sul e do Norte (Khamesipour, 2018). A leishmaniose ganha
dimensdes mundiais e novas espécies podem ser observadas em areas
distantes de sua origem geografica até entdo conhecida, consistindo em
casos importados (Roberts et al., 2015). A assisténcia multiprofissional ao
individuo portador de leses engloba acbes diretas (assisténcia médica, de
enfermagem, farmacoldgica, biomédica, entre outras) e indiretas (como a

administracdo de politicas e recursos em de saude publica).
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O suporte diagnostico é fator decisivo para conferir a seguranca médica
na conclusdo da hipotese e definicdo de tratamento das leishmanioses. A
inexisténcia de TEDs que sejam plenamente eficientes configura um grande
desafio para LTA. Equivocos e demora para detec¢cdo deste parasito
contribuem para a manutencdo de estados clinicos desfavoraveis e
estigmatizantes para os individuos doentes, bem como constituem em
possiveis fatores de agravamento da patologia. A mera autorresolucdo da
patologia gera exposicao de individuos doentes ao meio ambiente (facilitando
a propagacédo de infec¢do de vetores e de novos hospedeiros). Diagnéstico
tardio, tratamentos equivocados, bem como o desenvolvimento de resisténcia
as drogas sao eventos adversos que poderiam ser minimizados nestas
conjunturas citadas e podem ganhar nova gestdo em conhecimentos obtidos
através de pesquisas sobre o assunto (M. S. Andrade et al., 2015; Cordeiro,
2017; D. K. G. Frade, 2016; C.M. Gomes, Paula, etal., 2014; MS, 2017; Nunes
et al., 2015). Outra preocupacdo concerne aos casos de recidiva da LTA (C.
M. Gomes et al., 2015).

A explosédo tecnolégica ainda ndo contempla as necessidades
atinentes ao diagndstico e atrasam a decisao clinica para inicio do tratamento
farmacoldgico (MS, 2017). Este, extremamente restrito e toxico, ja eclode com
registros da resisténcia dos parasitos aos antimoniais pentavalentes, sendo ja
verificado cerca de 30% de recidiva ap@s tratamento com antimoniais (Aguiar
& Rodrigues, 2017; Cordeiro, 2017; L. C. Dias, Dessoy, Guido, Oliva, &
Andricopulo, 2013; D. K. G. Frade, 2016).

Assim, aumentar a sensibilidade, a especificidade e a acuracia para o
diagnostico de leishmaniose torna-se relevante para a melhoria da qualidade
do diagndstico diferencial da LTA. Avaliar técnicas complementares pode

fomentar evidéncias que contribuam nesta percepcéo desejada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade, especificidade e acuracia da IDRM e da PCR
em testes multiplos, realizados nos quadros clinicos compativeis em

comparacao a testes de referéncia no diagnostico diferencial de LTA.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas populacionais relacionadas ao
diagndstico da LTA no Hospital Universitario de Brasilia — HUB;

e Avaliar sensibilidade, especificidade e a acuracia dos testes de
referéncia na definicdo de casos de LTA;

e Verificar a sensibilidade, especificidade e acuracia da IDRM com
outros testes e exames para LTA; e

e Avaliar o manejo clinico para o diagndéstico de LTA no cenario

atual.
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4 MATERIAIS E METODOS

Um diagnostico de LTA foi definido pela visualizacdo positiva do
parasito com esfregacos de pele, cultura ou exame histopatoldgico. Na
auséncia dos critérios acima mencionados, um caso positivo de LTA foi
definido por um infiltrado inflamatério compativel no exame histopatolégico,
sem qualquer evidéncia de outra doenca pesquisada por coloracdes especiais
ou PCR associadas a uma cura completa apds terapia antimonial

pentavalente.

Todos os participantes da pesquisa realizada eram pacientes atendidos
no ambulatério de Leishmaniose do Servico de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), centro de referéncia de diagnéstico e
tratamento de LTA. Os participantes encontravam-se com quadro clinico
compativel de LTA e foram submetidos a investigacdo para diagnostico
diferencial confirmado pelos exames previstos pelo MS. O periodo de inclusao
e coleta de dados iniciou em janeiro de 2012 até dezembro de 2016. Dados
complementares foram obtidos através de pesquisa em prontuario destes

participantes até o més de dezembro de 2017.

O grupo estudado, formado por pacientes que cumpriam a definicdo de
caso de LTA, foi denominado de Gi, sendo constituido por 79 participantes. O
grupo controle, formado por pacientes sem LTA, foi denominado G: e incluiu
outros 20 diferentes participantes. Todos foram submetidos ao diagnostico
diferencial conforme previsto pelo servigo supracitado. A amostra total foi de
99 participantes.

O estudo selecionado para este trabalho a fim de permitir a avaliagéo
da acuracia da IDRM realizada em casos suspeitos de LTA foi o transversal
analitico. A amostra, de conveniéncia, trata-se de parte dos dados obtidos
numa coorte historica iniciada em 1992 pelos pesquisadores da UNB no HUB
e que atuam no servico de dermatologia. Tanto os participantes do grupo

controle (G2) quanto do grupo de estudado (Gi) receberam e aceitaram o
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convite para integrarem esta pesquisa, conforme previsto junto ao Comité de

Etica em Pesquisa Clinica.

Independente de critérios de inclusdo ou exclusdo para participar da
pesquisa a todos os individuos com suspeita de LTA sao oferecidos, pelo
servico de dermatologia, a chamada rotina para definicdo do diagndstico. Os
procedimentos incluem testes em paralelo, quais sejam: Exame clinico e
epidemioldgico, a imunofluorescéncia indireta (IFl), a Intradermorreacédo de
Montenegro (IDRM: néo realizada desde 2017), a cultura para LTA; o imprint
em lamina de microscopia, 0 exame histopatologico e a PCR. Os exames
foram realizados por técnicos responsaveis, que ndo tinham conhecimento da
real condicdo dos participantes nem do grupo controle (G2) nem do grupo
estudado (Gi). Os exames foram realizados no Laboratério de
Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da UnB e no Laboratoério Central
de Brasilia (LACEN-DF, este apenas para a IFl). Os referidos exames foram
utilizados conforme a descricdo abaixo para a definicdo de caso (padréo
composto de referéncia) e para avaliacdo do teste indice, quais foram PCR e
IDRM (os procedimentos foram adaptados de:(C.M. Gomes, 2014; C.M.
Gomes, Paula, et al., 2014).

Apesar da rotina desencadear 0 uso de testes em paralelo
(simultdneos) como procedimento diagndstico (em conformidade com a
clinica e com a legislagdo em vigor), aqui nesta pesquisa buscou-se um
diferencial de manejo clinico que atendesse as necessidades constantemente
observadas em confronto a realidade que estava sendo concretizada.
Destarte, apos analisar a estrutura dos testes visualizou-se o0 uso alternativo
do teste em paralelo, aplicando-se o segundo teste indice (IDRM) em série
(sequenciamento) aos participantes identificados negativamente para o
primeiro teste indice (PCR). Enquanto os testes em paralelo conferem maior
rapidez no diagndstico, o teste em série considera o resultado de um teste
anteriormente realizado. Aqui o foco principal consiste na observagcdo de
resultados negativos em PCR para suspeita de LTA. Através deste

sequenciamento um filtro qualifica os TED e vislumbra uma reducé&o de custos
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através do manejo com uso racional da IDRM. Os resultados de ambas as
estratégias (teste em paralelo e teste em série com a variacdo proposta) sdo
idénticos nesta pesquisa, conferindo qualificacdo a esta forma de se delinear
nossas perspectivas para este manejo clinico dos TED existentes nos dias
atuais para defini¢cdo diagndstica de LTA.

4.1 Padrao de referéncia composto (definicdo de LTA)

Os exames utilizados para definicdo de diagnéstico de LTA (padrédo de
referéncia composto) foram a imunofluorescéncia indireta (IFl), o imprint em
lamina de microscopia, a cultura de leishmanias, o exame histopatolégico e
PCR convencional associada a leitura da sequéncia do leishmania através da

eletroforese.

Uma suspeita de LTA foi confirmada pela visualizagdo positiva do
parasito nos esfregacos de pele, na cultura ou no exame histopatolégico. Na
auséncia deste critério supracitado, um diagndstico de LTA foi definido pela
presenca de um infiltrado (granuloma infiltrado ou linfo-histio-plasmocitério)
compativel com LTA no exame histopatolégico, sem qualquer evidéncia de
outra doenca pesquisada por colora¢cdes especiais ou PCR associadas a uma

cura completa apds terapia antimonial pentavalente.

4.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos individuos que nao realizaram os exames de PCR ou
a IDRM, gravidas, individuos menores de 18 anos e individuos que nao
concordaram com o constante no termo de consentimento livre e esclarecido.
Os critérios de inclusdo foram: Termo de Consentimento Livre e
Assistido assinado voluntariamente, ndo gravidas, ndo gestantes, ndo incapaz
juridicamente, maior de idade, com suspeita de LTA e em acompanhamento

clinico no local destinado para coleta das amostras.
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4.3 Imunofluorescéncia indireta

Apoés puncao venosa cubital, o plasma foi separado por centrifugacéao.
O material foi enviado ao LACEN-DF e adicionado a cepas de Leishmania
fixadas em lamina (MHOM/BR/PHS8 de L. amazonensis. Apos adicao de anti-
IgG humano marcado com isotiocianato de fluoresceina, produzido pela
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (Bio-manguinhos, Rio de Janeiro,
Brasil), pré-diluido 1:150 em solucéo de Azul de Evans a 0,1%, a reacao foi
visualizada. A leitura da imunofluorescéncia foi realizada em fotomicroscopio
com lampada tipo HB200 e filtro BG12 (Axiolab RE, Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha). O exame foi considerado positivo em titulagbes iguais ou

superiores a 1:40.

4.4 Imprint em |[amina para microscopia

O participante foi acomodado em decubito dorsal em sala especifica
para pequenas cirurgias da pele no HUB. Apbés adequada assepsia e
antissepsia e anestesia local com lidocaina a 2%, foi realizada biopsia
incisional circular com diametro de 4mm foi realizada com puch. O mesmo
fragmento foi dividido e utilizado para exame histopatoldgico e PCR. O
fragmento foi pressionado contra 2 laminas para microscopia em 6 pontos
diferentes para cada lamina. O imprint foi fixado por metanol e corado pelo
Giemsa conforme anteriormente descrito (SOARES, 2011). A positividade do
exame deu-se pela visualizacdo de formas amastigotas em microscopio

Optico.

4.5 Exame histopatologico

O exame histopatolégico (EH) foi processado apds execucdo da

bidpsia incisional. O fragmento foi conservado em 20mls de formol a 10% e
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encaminhado ao setor de Anatomia Patolégica do HUB. Apoés inclusdo em
parafina foram realizados cortes para visualizacdo por microscopia Optica.
Utilizou-se as coloracdes hematoxicilina e eosina, Giemsa, Ziehl-Neelsen e
Grocott. O teste foi considerado positivo quando constatada a presenca de
formas amastigotas. Alternativamente, o teste foi considerado compativel
guando constatadas alteracfes cutaneas compativeis com LTA (granuloma,
erosao, hiperplasia pseudoepiteliomatosa, infiltracdo linfocitaria e infiltracéo

plasmocitaria).

4.6 Culturado aspirado da leséo

A cultura foi realizada pelo aspirado na borda da lesédo. Utilizou-se
seringa estéril de 1ml contendo 400uL de solugéo fisiolégica estéril e
gentamicina a 0,2%. O conteudo foi dividido em 2 tubos com 150uL do meio
sélido Neal, Novy, Nicolle (NNN). Os meios foram incubados em estufa 24-
26°C por 30 dias. A pesquisa de formas promastigotas foi realizada em
microscopio invertido (Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha), diariamente, até 30

dias apds inoculacdo. Apos positividade o tubo era imediatamente descartado.

4.7 PCR Convencional

Foram utilizados iniciadores especificos para as sequéncias do DNA de
Mycobacterium sp Tbhl 5-GAGATCGAGCTGGAGGATCC-3" e Th2 5'-
AGCTGCAGCCCAAAGGTGTT -3° (Ultrachem, Londres, Reino Unido) com
fragmento esperado de 383 pares de base (pb) (REDDI; AMIN; KHANDEKAR,
1994). A reagéo foi realizada em um volume final de 50ul, contento 28,75ul de
H20; 10ul de tampao a 5x; 4ul de MgCL2 a [25mM], 1ul de ANTP a [10mM]
cada base, 0,25ul de Taq DNA polimerase a [5u/ul)/ 0,5ul de cada par de
primer a [10uM] e 5ul do DNA extraido da amostra. Os ciclos para
amplificacdo seguiram desnaturacao inicial por 5 minutos a 94°C, seguida por
40 ciclos: 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos), 72°C (1 minuto), e
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extensao final a 72°C (10 minutos). Toda reac¢ao incluiu controle sem DNA e
positivo formado por DNA extraido de cultura de M. tuberculosis.

4.8 Testes indice

4.8.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de PCR foram baseadas na amplificagédo de uma sequéncia
de 120-pb no minicirculo KDNA de Leishmania spp.:
5 -(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT (A/T)TTACACCCAACCCC-3'e

5' -GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3 ' (Eurofins MWG Operon®, Huntsville,
AL, EUA) (C.M. Gomes, de Paula, Cesetti, Roselino, & Sampaio, 2014).

As reag0Oes foram realizadas em um termociclador Mastercycler® Pro
(Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) em um volume final de 25 L, contendo
1x tampao de PCR, 0,2 mM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCL2, 0.5 uM de cada
primer, 2.0 unidades DNA polimerase Taq (Invitrogen, Foster City, EUA) e 5
ML de modelo de DNA.

Os ciclos de amplificacao incluiram um passo de desnaturacéo inicial
de 3 minutos e 30 segundos a 94 °C, seguido de 35 ciclos a 93 °C (30
segundos), 60 °C (1 minuto), 72 °C (1 minuto), uma extenséo final a 72 °C (10
minutos) e incubacéo a 4 °C. Todas as reagdes incluiram controle negativo e
positivo com lisados de cultura de L. braziliensis. Dois microlitros do produto
amplificado foram misturados com 2 puL de uma preparagao de xileno-cianol
(Vetec®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) e 1 yL (1: 100) de GelRed
™ (Biotium®, Havard, CA, EUA) e depois carregados num gel de agarose a
2% imerso em 1x Tris base, acido aceético e tampao de acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA). Utilizou-se um marcador de 100-pb
(Invitrogen®, S&o Paulo, Brasil). A eletroforese foi realizada em um tanque
horizontal Sub-Cell® GT Cell 170-4403 (BIO-RAD®, Hercules, CA, EUA) por
1 hora e 30 minutos a 90 V e 400 mAmp. O gel foi visualizado em um sistema
de imagens EC3(UVP®, Upland, CA, EUA). Posteriormente, 4 microlitros de
todas as amostras positivas foram processados. O subgénero foi identificado
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utilizando o comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP) pelas
enzimas Haelll e Bsrl (New England Biolabs® Inc., Ipswich, MA, EUA)
durante a noite a 37 °C e 65 °C, respectivamente. Os fragmentos foram entéo
visualizados usando eletroforese em gel de poliacrilamida (C.M. Gomes, de
Paula, et al., 2014). Todas as amostras negativas foram processadas usando
iniciadores enddgenos C18X, a fim de garantir a extracdo de DNA como

descrito em outras pesquisas (C.M. Gomes, de Paula, et al., 2014).

O PCR convencional pode identificar o subgénero do leishmania.

4.8.2 Reacdo Intradérmica de Montenegro (IDRM)

A IDRM foi realizada utilizando um antigeno fornecido pelo Centro de
Producado e Pesquisa de Imunobiolégicos - CPPI, Piraquara, Parana, Brasil.
0,1 ml da solucéo foi injetado por via intradérmica na superficie anterior do
antebraco esquerdo. A solucdo é composta por fragmentos de Leishmania
Leishmania amazonensis (linha de referéncia MHOM / BR / 73 / PH8) na
concentracao de 40 ug/ml de nitrogénio proteico, 0.005 g / ml de fenol, 0.0098

g / ml de cloreto de sddio e agua destilada suficiente para 1 ml.

A técnica utilizada seguiu os padrdes estipulados pelo fornecedor, em
conformidade a OMS, na sequéncia prevista, qual seja (CPPI, 2008): preparo,
aplicacao e leitura do teste. A via de aplicacdo utilizada foi a face anterior do
antebraco, 2 a 3 cm abaixo da dobra do cotovelo (antecubital), injetando-se
via intradérmica o antigeno de Montenegro (0,1 ml, seringa tuberculinica ou
intradérmica) até elevacao ou papula local de cerca de 1 cm no momento da
inoculacdo. A leitura foi realizada 48 horas apos a inoculacdo por meio da
técnica da caneta esferografica, medindo-se a enduracdo através do uso da
mesma régua nas quatro direcbes deste hemisfério, uma por vez (exercendo
pressdo moderada de ponto extremo, de 1 a 2 cm, até area central de
inoculacdo que encontrar resisténcia para avancar, levantando-se neste

momento a esferografica) (CPPI, 2008).
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Os resultados destes testes foram considerados positivos (reacéo
positiva) no caso de formacao de papula (nédulo ou ulceracdo) com diametro
igual ou superior a 5 mm na leitura da papula apos 48 horas.

49 Anédlise Estatistica

As comparacg0Oes das variaveis categoricas foram realizadas por meio
do teste do qui-quadrado ou por sua versdo exata. As variaveis numericas
foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. Os testes foram
comparados usando o teste de McNemar. Embora a histopatologia da LTA
possa ser apresentada de varias formas, em individuos sem a visualizacéo
das formas amastigotas, definimos como histopatologia altamente sugestiva
a presenca de granuloma e infiltrado de células plasmocitarias. A
porcentagem de resultados positivos em individuos com LTA foi usada para
calcular a sensibilidade, e a porcentagem de resultados negativos em
individuos sem LTA foi usada para calcular a especificidade, e a acurécia foi
calculada como a soma dos resultados verdadeiro positivo e verdadeiro

negativo dividido pelo niumero total de participantes testados (Quadro 2).

Andlise multivariada foi realizada por meio de regressao logistica
binaria com o objetivo de testar possiveis preditores da positividade dos testes
indices PCR e IDRM, além da classificacdo proposta pelo padrdo composto
de referéncia. Foram incluidas variaveis que apresentassem valor de p inferior
a 0,1 quando confrontadas com os testes indices. Variaveis que pudessem ter

algum tipo de relagdo/dependéncia foram excluidas.

Valores ausentes foram ignorados em testes nao pareados. Utilizou-se
para o calculo estatistico o programa RStudio version 1.1.456 (RStudio Team
(2016). RStudio: Integrated Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA
URL http://www.rstudio.com/.). A significancia estatistica foi definida como um
valor de p inferior a 0,05 e o IC foi estabelecido em 95%.
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4.10 Aspectos éticos

Os participantes foram esclarecidos sobre a pesquisa e incluidos ap6s
concordar e assinar um termo de consentimento por escrito. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (UnB) sob o numero de protocolo
37190914.0.0000.5558.
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5 RESULTADOS

Noventa e nove participantes com suspeita de LTA foram incluidos
neste estudo, sendo 79 do grupo de estudo (Gi1) LTA (6 destes com
leishmaniose mucosa) e 20 outros alocados no grupo controle (G2 A amostra
total contou com 99 participantes. A técnica de PCR identifica infec¢éo pelo

subgénero.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas dos grupos, correspondentes
ao perfil tipico (MS, 2017), que foram avaliados no Hospital Universitario de
Brasilia. As caracteristicas consideradas foram: sexo (masculino ou feminino),

idade, local da leséo, diametro da leséo e tempo da doenga.

O grupo de estudo (Gi) integra 62% de participantes do sexo
masculino, e 38% feminino. A mediana de idade, em anos, do grupo de estudo
foi de 21 anos e a do controle, 31 anos. Entre os sitios das lesdes o maior
namero de lesbes foi identificado principalmente nos membros inferiores
(48,1%), cabeca (19%) e membros superiores (15,2%). ldentificou-se que
10,1% apresentavam les6es multiplas. A mediana do diametro encontrado foi
de 3 cm e a mediana do tempo de doenca foi de 3 meses do surgimento dos
sintomas. O valor de p > 0,005 indicam que nao héa diferencas significativas
entre os grupos Gi (estudo) e Gz (controle) para as caracteristicas

consideradas.
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Tabela 1: Caracteristicas principais dos participantes estudados (Gi) e
controle (Gz2) com leishmaniose tegumentar americana.

G1 G2 p-value
(n=79) (n =20)
Sexo 0,508
Masculino, n (%) 49(62,0) 14(70,0)
Feminino, n (%) 30(38,0) 6(30,0)
Idade, mediana (11Q) 48(21) 35(31) 0,278
Lesao, sitio: 0,066
Cabeca, n (%) 15(19,0) 5(25,0)
Tronco, n (%) 6(7,6) 1(5,0)
Membros superiores, n (%) 12(15,2) 8(40,0)
Membros inferiores, n (%) 38(48,1) 6(30,0)
Mdltiplas, n (%) 8(10,1) 0(0,0)
Diametro (cm), mediana (11Q) 3,0(2,0) 4,0(3,0) 0,625
Tempo da doenca (meses), 3,0(4,0) 2(2,0) 0,516

mediana (11Q)

Legenda: LTA = Leishmaniose Tegumentar Americana, N = Namero, IIQ = Intervalo Interquartilico.

G; = Grupo de estudo e G, = Grupo controle

A Tabela 2 apresenta a sensibilidade, especificidade e acuracia dos
testes utilizados na classificacdo dos participantes e que formaram o padrao
composto de referéncia. Quanto aos testes histopatoldgicos dois aspectos
foram caracterizados como resultados positivos: presenca de formas
amastigotas e o critério de compatibilidade. O critério de presenca de

amastigotas apresentou 100% de especificidade, mas a menor sensibilidade
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entre todos os resultados obtidos (27,85%), totalizando acuracia de 42,42%.

Com relacéo ao critério de compatibilidade, a sensibilidade foi de 88,61% e a

especificidade foi de 50%, resultando numa boa acuréacia (80,81%).

Tabela 2: Acuracia diagndstica dos testes utilizados para classificacdo de LTA

(padrédo composto de referéncia)

Sensibilidade Especificidade Acuracia
(S+E/N)
(G.=79) (G,=20)
(IC 95%)
(IC 95%) (1C95%)
Histopatoldgico com 27,85% - 22/79 100% - 20/20 42,42%
critério formas
(18,35-39,07) (83,16-100) (32,55-52,77)
amastigotas
Histopatoldgico com 88,61% - 70/79 50,00% - 10/20 80,81%

critério compatibilidade

Imprint em |&mina para

microscopia

Cultura

Imunofluorescéncia

indireta

(79,47-94,66)

50,63% — 40/79

(39,14-62,08)

46,84% - 37/79

(35,51-58,40)

69,62% - 55/79

(58,25-79,47)

(27,20-72,80)

100% - 20/20

(83,16-100)

100% - 20/20

(83,16-100%)

80,00% - 16/20

(56,34-94,27)

(71,66-88,03)

60,61%

(50,28-70,28)

57,58%

(47,23-67,45)

71,72%

(61,78-80,32)

Legenda: G1 = Grupo de estudo e Gz = Grupo Controle e LTA = Leishmaniose Tegumentar Americana

S = sensibilidade, E = especificidade e N = total de participantes

O imprint em lamina para microscopia expressou boa especificidade
(100%), baixa sensibilidade (50,63%) e acuracia (60,61%). A mesma
perspectiva foi encontrada para cultura do parasito: boa especificidade
(100%), baixa sensibilidade (46,84%) e acuracia (57,58%). A
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Imunofluorescéncia Indireta (IFl) apresentou resultados moderados
distribuidos entre para os trés eventos: 69,62% de sensibilidade, 80% para

especificidade e 71,72% de acurécia.

Os resultados para PCR, IDRM e combinagdes de PCR, IDRM (testes

indices) sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Acuracia dos testes PCR, IDRM e IDRM aplicado em série para 0s

resultados positivos e negativos de PCR no Gi e no Ga.

Sensibilidade Especificidade Acuréacia
(G1=79) (G2 =20) (G1eG2)
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
PCR, total da amostra 74,68% - 59/79 100% - 20/20 79,8%

IDRM, total da amostra

IDRM aplicado a PCR (+)

IDRM aplicado a PCR (-)

(64,11-82,97)

82,28% - 65/79

(72,42-89,14)

79,66% - 47/59

(67,73-87,96)

90,0% - 18/20

(69,90-97,21)

(83,89-100)

60% - 12/20

(38,66-78,12)

60% - 12/20

(38,66-78,12)

60% - 12/20

(38,66-78,12)

(70,85-86,52)

77,78%

(68,64-84,84)

74,68%

(64,11-82,97)

75,0%

(59,81-85,81)

Legenda: LTA = Leishmaniose Tegumentar Americana, IDRM = Intradermorreacéo de Montenegro,

G1 = Grupo de estudo e G2 = Grupo controle. IC = Intervalo de Confiancga,

Os valores obtidos nos testes de PCR realizados para a populacéo total
foram de 74,68% para sensibilidade (IC 95% = 64,11-82,97), 100% de
especificidade (IC 95% = 83,89-100) resultando num valor de acuracia
diagnéstica de 79,8% (IC 95% = 70,85-86,52). Isto indica que o teste de PCR
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nao gerou falsos positivos, ou seja, identificou corretamente todos os
participantes sem leishmaniose (grupo de controle). Entretanto, ele gerou

falsos negativos, nao identificando todos os participantes com leishmaniose.

Também na populacao total, o uso do teste IDRM resultou em 82,28%
de sensibilidade (IC95% = 72,42-89,14), especificidade de 60% (IC95% =
38,66-78,12) e acuracia de 77,78% (1C95% = 68,64%-84,84). Neste caso,

houve geracéo de falsos positivos e falsos negativos.

Na analise em série, a IDRM aplicada aos participantes com PCR
positivo resultou em uma sensibilidade de 79,66% (IC 95% = 67,73-87,96) e
uma acuracia 74.68% (IC 95% = 64,11-82,97). Ja nos participantes com teste
de PCR negativo do Gi, a IDRM em série gerou uma sensibilidade de 90,0%
(95% IC = 69,90-97,21). A especificidade para 0 G2 manteve-se equivalente a
60% (IC95% = 38,66-78,12) e a acuracia destes resultados foi de 75% (IC95%
= 59,81-85,81).

Para uma visdo geral dos resultados dos dois grupos, pode-se distribuir

0s patrticipantes de acordo com os resultados dos testes.

A Figura 7 apresenta a distribuicdo dos participantes do Gi em fungao
dos resultados dos testes. E possivel notar 59 participantes foram
identificados corretamente como doentes pelo PCR+ e 65 foram identificados
corretamente como doentes pelo IDRM, sendo que 47 participantes foram
identificados simultaneamente pelos dois testes. Entretanto, 12 foram
identifcados somente pelo PCR+ e 18 somente pelo IDRM. Assim, o total de
participantes do G identificados corretamente como doentes foi de 77
(12+47+18). Como o total de participantes doentes do G1 foi de 79, obtivemos

02 que nao foram identificados corretamente por nenhum dos testes.
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PCR+ IDRM

)

59 65

Figura 7: Distribuicdo dos participantes do G pelos testes.

A Figura 8 apresenta a distribuicdo dos participantes do G2 em funcgao
dos resultados dos testes. E possivel notar que 20 participantes tiveram PCR-
, 0U seja, foram identificados corretamente como ndo doentes. Porém, destes,
8 foram identicados incorretamente como doentes pelo IDRM. O total de

participantes do G2 foi de 20 participantes.

PCR- IDRM

O,

20 8

Figura 8: Distribuicéo dos participantes do Gz pelos testes.

Com base nas distribuicbes apresentadas anteriormente tornou-se
vidvel a construcdo da Tabela 4. Os valores de sensibilidade, especificidade
e acuracia foram considerando nos dois testes aplicados em paralelo (os
resultados positivos correspondem a unido dos resultados positivos dos dois
testes), como apresentado na Figura 5. Entretanto, estes resultados
coincidem com uma variagdo da abordagem em série, onde 0s pacientes com
resultados negativos sdo submetidos a um outro teste em série. Os resultados
positivos deste teste sao utilizados juntamente com os resultados positivos do
teste anterior para identificar o total de resultados positivos. Esta variacao é

apresentada em destaque na Figura 6.
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Tabela 4: DistribuicBes dos participantes pelos resultados dos testes

Resultado dos Testes Doentes (n) N&o Doentes (n) Total (n)
Positivo 77 8 85
Negativo 2 12 14

Total 79 20 99

Em ambos os cenarios, os testes em paralelo ou em série com a
variacao proposta, a sensibilidade foi de 77/79.= 97,47%, que corresponde a
um aumento da sensibilidade da PCR usada isoladamente (74,68%). A
especificidade do teste IDRM em série aplicada ao PCR com resultado
negativo do grupo controle foi de 12/20 = 60%, 0 que representa uma reducao
em relacdo ao uso isolado da PCR. A acuracia para o total de participantes
dos dois grupos foi de (77 + 12)/99 = 89,90%, maior que a do teste PCR
aplicado isoladamente (79,8%) (Tabela 4).

Para andlise multivariada, seguindo a analise dos dados obtidos na
pesquisa, foi realizada a comparacao entre as variaveis que teriam possivel
influéncia no resultado da IDRM e da PCR (testes indices). Observou-se
diferenca significativa na analise univariada do local da leséo para o valor de
PCR e do grupo de participantes (grupo LTA ou controles), tanto para IDRM
quanto para PCR, apresentados na Tabela 5. Os resultados que indicam esta

diferenca revelam valores de p < 0,005.

Antes da aplicacdo do modelo de regressdo logistica, a variavel
localizagcdo da lesdo foi desmembrada, pois a mesma apresentava
variabilidade grande por diferentes classificacbes (localizacdo na cabeca,
tronco, membros superiores e membros inferiores). Observou-se que a
ocorréncia de lesdes na cabeca (p<0,001) e nos membros inferiores (p=0,013)
obteve frequéncia significativamente maior do que as outras localiza¢des, em
comparacao ao resultado de PCR. Como as duas variaveis sao inter-

relacionadas, apenas a ocorréncia de lesdes na cabeca foi incluida no modelo
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multivariado, junto com o grupo do participante para observar a influéncia no
resultado de PCR (Tabela 5).

Tabela 5: Andlise univariada de possiveis preditores dos testes de indice.

IDRM p-valor PCR p-valor
Sexo (Masc. e Fem.) 0,9828 0.384
Local da leséo 0,869 <0.001
Grupo (G1 x Gy) <0,001 <0.001
Idade 0,629 0,379
Tempo de evolucdo em anos 0,385 0,143
Diametro da lesdo 0,794 0,537
Numero das lesdes 0,982 0,437

Tabela 6: P-valores relacionados a PCR positivo considerando o local da
les&o

p-valor

Todos os participantes, sem lesdo | <0,001

na cabeca (Cabeca Nao)

Todos os patrticipantes (G1 e Gz2) 0,988

Na Tabela 6, apenas a localizacdo da lesdo sugeriu influéncia
significativa no resultado da PCR. No caso 64% (46/71) dos participantes sem
lesdes na cabeca apresentaram PCR positivo e apenas 25% dos participantes
com lesdes na cabeca apresentaram PCR positivo (5/20) (p<0,001). E
importante ressaltar que 15,38% (2/13) dos participantes com leséo na cabeca
e que apenas 6,06%(4/66) dos particpantes com lesdes em outras localidades
apresentaram a forma mucocutanea da doenca, forma esta considerada mais

imunogénica e com menor positividade dos exames de PCR.
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6 DISCUSSAO

O diagnéstico especifico da LTA € uma tarefa essencial e repleta de
desafios. O tratamento esta frequentemente associado as implicitas reacfes
adversas, independentemente da eficacia encontrada por meio da reducao de
dose do farmaco correspondente (Kurizky, Mota, & Gomes, 2018; Oyama et
al., 2018; Teixeira, 2017). Efeitos indesejaveis relacionados aos antimoniais
incluem: alteracdes cardiacas, hepaticas, pancreaticas e renais. O
medicamento também é capaz de atravessar a barreira placentaria,
promovendo risco de teratogenicidade e embriotoxicidade (Lima et al., 2010;
MS, 2017). Assim, o monitoramento dos individuos durante o tratamento deve
ser constante (Oyama et al.,, 2018), pois os mecanismos de acdo destas

drogas ainda continuam pouco compreendidos (Rath et al., 2003).

Outro aspecto consta do dilema médico na tomada de decisdo pautada
em evidéncias cientificas para evitar uso desnecessario em nao doentes e,
ainda assim, ndo deixar de tratar quem realmente esta doente. Dentro deste
prisma outras caracteristicas devem ser consideradas, como a visdo do

patologista, do pesquisador, de outros profissionais e gestores de saude.

O profissional necessita oferecer uma proposta efetiva de tratamento
buscando reduzir maleficios (principio da beneficéncia) ou iatrogenias (Garbin
et al.,, 2017; Madalosso, 2000; F. de M. Tavares, 2007). Para tomar uma
decisdo assertiva € necessario que haja um diagnéstico que forneca as
evidéncias necessarias para delinear suas condutas terapéuticas. As
constantes indagacdes sobre qual TED poderia contemplar o universo de
casos que escapam da captura diagnostica molecular para o Leishmania
levaram ao reestudo do comportamento dos TED de referéncia e, em
especifico, verificar a acuracia da IDRM realizada em série para resultados
negativos da PCR. Assim, este trabalho realizou um experimento utilizando a
IDRM combinada a PCR buscando identificar possiveis melhorias aos

resultados de diagndstico para LTA.
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Os participantes incluidos ndo demonstraram diferenca entre os
grupos, apresentando caracteristicas equivalentes ao perfil da populacéo
acometida pela LTA no Brasil Tabela 1 (MS, 2017) Por ndo haver diferenca
estatisticamente significante entre os grupos infere-se um maior grau de
confianga nos dados obtidos para esta pesquisa.

Nesta pesquisa, os desafios infringidos ultrapassaram aos impostos
pelo parasito em si. A suspenséao da producao e distribuicdo do composto para
a realizacdo do Teste de Montenegro determinou fatores limitantes de dados
coletados. Contudo, muitos PCR com resultado negativo foram identificados
entre casos cronicos e de piores apresentacgdes clinicas, recidivas, tendéncias
de respostas imunologicas mais graves e espécies mais patogénicas do
leishmania. A inexisténcia de um TED padrao-ouro estimulou, dentre as
perspectivas alinhadas entre as experiéncias pretéritas com as da presente
realidade, cogitar a hipétese de meios de aprimoramento dos métodos
desenvolvidos e conhecidos até entdo. Dentro da rotina que nos remete a
possibilidade do uso de testes em paralelo se, em vez de se aplicar o segundo
teste em série (IDRM) aos individuos identificados positivamente por PCR,
elaborar o segundo teste (IDRM) aos identificados negativamente para LTA,

0 quanto poderiamos agregar de deteccdo da doenca?

Os dados logrados nesta pesquisa contemplaram alguns métodos para
a avaliacdo da sensibilidade (S), especificidade (E) e acuréacia (A) através do
padrdao composto de referéncia, quais sejam: a histopatologia, a microscopia,
a cultura e a IFI (Tabela 2). Entre os testes histopatolégicos o critério de
presenca de formas amastigotas denota a natureza discrepante desta
parasitemia, cuja acuracia total (42,42%) é comprometida pela baixa
sensibilidade (27,85%). Num grau menor, pode se considerar que o
equivalente também ocorreu para a microscopia do imprint da lesdo (S =
50,63%, E = 100% e A = 60,61%) e para a cultura (S = 46,84%, E = 100% e
A = 57,58%). Vale destacar o custo e o tempo para realizar a cultura como

fator desvantajoso desta ferramenta.
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A grande limitacdo dos métodos parasitologicos esta basicamente
relacionada a necessidade da visualizacdo das formas ou promastigostas.
Embora n&o tenha sido objetivo nesta pesquisa, encontramos na literatura
referéncias que o encontro do parasito é inversamente proporcional ao de
duracdo da lesdo (MS, 2017). Fato este intrinsicamente relacionados a clinica
de patologias mais graves como a LM (maior tempo de evolugcédo). A
dificuldade de um diagnoéstico precoce no Brasil cria um adicional
inegavelmente pertubador a este TED (B. B. Andrade, Boaventura, Barral-
Netto, & Barral, 2005; Cerutti, Lopes, Filho, & Guedes, 2017)

Outrossim, sobre o teste histopatolégico o critério de compatibilidade
obteve valores de sensibilidade (88,61%), especificidade (50%) e acuracia
(80,81%). O aumento da sensibilidade refletiu na acuracia, mas a
especificidade reduziu a metade (Tabela 2). Compreende-se que entre 0s dois
critérios utilizados para avaliagdo do exame histopatolégico para esta
pesquisa, o critério de compatibilidade ofereceu maior chance de identificacédo

diagnéstica entre os métodos utilizados como padrdao composto de referéncia.

Vale destacar que o critério de compatibilidade depende do bom
preparo e da experiéncia do patologista referentes a doenca pesquisada. A
realidade no centro de referéncia para LTA do HUB oferece técnicos
preparados e especializados neste local que é tradicionalmente objeto de
estudo de geracdes de patologistas no HUB / UnB. A busca de materiais para
esta pesquisa expressou este diferencial que ndo se aplica a maioria dos

servigos de patologia.

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI, Tabela 2) oferece controvérsias
entre clinicos e pesquisadores nas literaturas consultadas (Cerutti et al.,
2017). Nesta pesquisa, os resultados da IFI foram razoaveis (S = 69,62%, E
= 80% e A = 71,72%). Alguns autores (Pedral-Sampaio et al.,, 2016)
identificaram diferencas de desempenho de acuracia também em relacdo ao
antigeno utilizado para esta técnica, com baixa sensibilidade para a L.
amazonensis (56,7%) em relacdo a L. braziliensis (91,7%). Testes

imunoldgicos como este sdo mais utilizados na pratica clinica com a finalidade
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de, apds o término do tratamento proposto, verificar a queda da quantidade
de anticorpos relacionados a leishmaniose para equivaléncia de
acompanhamento e parametro de cura ao longo de (cerca de cinco) anos de

acompanhamento.

A forma clinica da leishmaniose esta diretamente relacionada com os
titulos de anticorpos no sangue, podendo estar baixo e até ser indetectavel
para LC sem complicacdes adjacentes (MS, 2017). Muitos testes sorologicos
possuem resultados diversificados entre si, com diferenca entre os
desempenhos dos testes frente a espécie a ser avaliada. O risco de reacao
cruzada com infec¢des por outros protozoarios da familia tripanossoma € um
fator complicador reconhecido, por exemplo, com o T. Cruzi. Esta reatividade
cruzada tem sido encontrada tanto para tripanossomatideos quanto para
alguns tipos de fungos. Pesquisadores citam como uma das limitacdes da IFI
o fato de ela ndo relacionar os niveis de anticorpos circulantes com o
estadiamento da doenca. Em geral, as publicacdes apresentam uma média
de sensibilidade e especificidade com valores variaveis entre os diversos
métodos soroldgicos disponiveis (Cerutti et al., 2017; de Paiva-Cavalcanti et
al., 2015; Luciano, Lucheis, Troncarelli, Luciano, & Langoni, 2009; Pedral-
Sampaio et al., 2016). Para outros pesquisadores, além dos procedimentos
imunologicos possuirem limitacdes quanto a uma interpretacdo incorreta
induzida por reacdes cruzadas (espécies filogénicas relacionadas), pode
haver perda de precisio em casos, por exemplo, de pessoas

imunodeprimidas (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

Ja para PCR, uma das razf6es mais provaveis de resultados negativos
tem sido correlacionada a presenca de uma resposta imunoldgica intensa
(Gollob, Viana, & Dutra, 2014). Nestes casos, deve-se avaliar os métodos que
comunguem desta busca a fim de se criar meios que, até que seja
desenvolvido um diagndstico padrao-ouro, possam atender ao que escapa da
percepcdo dos meétodos atuais (Junges, 2005). Recorrer a estratégias

complementarem pode ser Gtil para minimizar incertezas.
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O profissional médico deve elencar critérios epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais diversos conforme a necessidade de suporte diagnéstico
apresentado (C. A. P. Tavares, Fernandes, & Melo, 2003). Para isto, utilizam
como referéncia os critérios definidos pela saude publica para manejo da LTA
(MS, 2017). Saber quando empregar qual método otimiza o processo para a
maioria dos casos tipicos. Aos casos atipicos a conducédo clinica pode se
tornar singular. Em geral, a visdo de cada profissional € isolada (patologista,
pesquisador, outros) e sera consolidada pelo profissional médico como

desfecho diagnéstico.

O TED mais utilizado para identificacdo do leishmania hoje no Brasil
consiste no PCR. Existem variacdes desta técnica (Galluzzi et al., 2018), como
0 g-PCR (PCR quantitativo em tempo real) (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015)
e o multiplex (de Céssia-Pires, De Melo, Da Hora Barbosa, & Roque, 2017).
O kDNA é amplamente eleito para amplificacdo do DNA do parasita devido ao
grande numero de copias que é viabilizado através deste modelo. A escolha
da regido alvo a ser visualizada tem sido considerada o ponto-chave para 0s
avancos de tecnologias que utilizem o PCR para fundamentar um diagnéstico
(de Paiva-Cavalcanti et al., 2015; C.M. Gomes, 2014; MS, 2017; Taslimi &
Rafati, 2018).

Apesar da PCR ser considerada altamente especifica (100%, Tabela
3), sua sensibilidade é incompleta (74,68%, Tabela 3). Algumas investigacdes
atribuiram boa acuracia, mas encorajam o0 estudo do aumento da

sensibilidade desta técnica (Ciro Martins Gomes et al., 2015).

Pelo exposto anteriormente, a necessidade de uma nova estratégia
deve ser direcionada aos individuos que apresentam resultado de PCR
negativo (Tabela 3). Uma das principais razdes que explicam uma PCR com
resultado negativo para casos de LTA sdo a concomitancia de uma forte
resposta imune celular e a formacdo de granuloma (Borges et al., 2003;
Daneshbod et al.,, 2011; Lourenco, 2015). Tais caracteristicas sé&o
frequentemente encontradas em casos cronicos de LTA e na LM, embora

possa ocorrer em todas as infeccdes ndo causadas por L. braziliensis. Esta
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reacdo imunoldgica pode ser considerada suficiente para interferir no
processo infeccioso, por diminuir significativamente a carga parasitaria na
leséo, repercutindo na reducéo da sensibilidade aos exames parasitologicos,
inclusive no PCR. Lamentavelmente, este processo ndo € capaz de induzir a
cura da doenca (Lourenco, 2015; Scott & Novais, 2016). Esta realidade é
comumente encontrada na América do Sul, onde a L. braziliensis é endémica.
E esta espécie esta associada a forma mucosa da leishmaniose e, por vezes,
com apresentacdes clinicas de longa duracdo, também associadas a baixas

cargas parasitarias (C.M. Gomes, Paula, et al., 2014; Teixeira, 2017).

Até a implantacdo da PCR, a IDRM (reacdo de hipersensibilidade
tardia) consistia em um dos principais exames complementares para o
diagnostico de LTA, inclusive em areas endémicas. O desuso do Teste de
Montenegro pode ser questionavel. Para o uso racional da IDRM alguns
critérios devem ser considerados. Entre eles: reacfes cruzadas em
portadores de doenca de Chagas ou curados de leishmaniose visceral,
resultados falsos negativos em caso de outras infec¢des, resultado negativo
em imunossuprimidos e em individuos com a Leishmaniose Cutanea Difusa
(LCD), resultado positivo em infeccdo subclinica em areas endémicas (de
Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Para isto, é fundamental o treinamento do
pessoal e 0 uso de boas praticas tanto para a IDRM quanto para qualquer
outra atividade diagnéstica. O custo para emprego deste método pode ser
considerado baixo, o que facilita a disponibilidade do mesmo em areas

distantes dos centros de referéncia.

Para o teste de PCR (isolado) entre todos os participantes (99, Tabela
3) deste estudo, obteve-se S = 74,68%, E = 100% e A = 79,8%. Alguns
individuos com caracteristicas sugestivas de LTA (20 de 79, Gi1) obtiveram
resultado negativo para PCR. Infere-se que ha uma necessidade de melhoria
quanto a sensibilidade a fim de se solucionar os resultados falsos negativos
encontrados, embora sua especificidade seja 6tima. Logo, podemos entender
gue a sensibilidade da PCR é incompleta para LTA. Destaca-se o fato da
guantidade de participantes com resultado negativo de PCR (20 de 79 do Gu1)
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ter coincidido com o total do outro grupo (G2), porém os individuos séo

diferentes pois séo de diferentes grupos.

Ao realizarmos a IDRM (isolada) na populacdo total (99), a
correspondéncia foi de S = 82,28%, E = 60% e A = 77,78%. Embora a
especificidade tenha decrescido (identificando-se 12 de 20 pessoas entre
individuos do grupo controle), houve progresso do valor da sensibilidade, com
maior percepcao de casos de LTA entre o G: (identificando-se 65 dos 79 do
grupo de estudo). A IDRM isolada produz falsos positivos (8 de 20) e falsos
negativos (14 de 79).

Na Tabela 3, a IDRM em série e a PCR podem ser relacionadas com a
técnica que obteve o melhor resultado no padrdo composto de referéncia
(Tabela 2); qual seja o histopatoldgico por critério de compatibilidade. Este
parametro de combinagcbes entre testes oferece dindmicas a serem

posteriormente consideradas. Alguns exemplos sao apresentados abaixo:

Se avaliarmos PCR + e IDRM para PCR-, sob a 6tica da Tabela 3,
podemos desenvolver a seguinte conclusdo: S=77/79 (97,47%), E =12/ 20
(60%) e A=77+ 12 /99 (89,90%);

Se avaliarmos a IDRM para PCR- e combinarmos com histopatologico
compativel, sob a ética da Tabela 3, chegaremos aos seguintes valores: S =
17 /20 (85%), E=16/20 (80%) e A =77 + 16 / 40 (82,5%);

Se avaliarmos PCR + e IDRM para PCR - com histopatologico
compativel, sob a 6tica da Tabela 3, obteremos: S =76 /79 (96,20%), E = 16
/ 20 (80%) e A =76 + 16 /99 (92,92%).

Dando continuidade as possibilidades elencadas, nas Figura 7 e Figura
8 os resultados foram os mesmos tanto para distribuicéo de testes em paralelo
guanto em série com a variagcao proposta. Logo o que foi constatado indica
que a questdo da aplicacao do teste em paralelo ou do teste em série com a
variacdo proposta passa a depender da escolha entre um diagndstico mais
rapido e, possivelmente, mais caro, ou um diagndostico mais demorado para a

parcela dos doentes ndo contemplados efetivamente pelo PCR, porém,
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possivelmente, de menor custo (sequenciado e de uso racional, ou seja, em
série).

A abordagem proposta de uso dos TED pode reduzir a deteccdo de
falsos negativos, mas pode aumentar o numero de falsos positivos. Ou seja,
a abordagem pode identificar um maior nimero de pessoas que realmente
devem ser tratadas por estarem doentes, porém pode aumentar o0 nimero de
pessoas sem LTA que receba tratamento correspondente. Em centros de
referéncia onde a prevaléncia da doenca (aparecimento de pessoas que
apresentam a doenca), normalmente, € maior, a acuracia tende a ser maior,
pois a abordagem proposta possibilita um aumento da sensibilidade, apesar

da possivel reducdo da especificidade.

Na IDRM realizada em série, para os participantes com resultado
negativo de PCR obteve-se S = 90%, valor superior aos encontrados

anteriormente. Além disso, obteve-se E = 60 % e A = 75% (Tabela 3).

Na distribuicdo dos participantes em funcéo dos testes, o resultado foi
de S = 97,42% ( Tabela 4). Neste ultimo célculo, obteve-se A = 89,90%,
superior aos demais valores logrados em testes isolados. Os resultados
encontrados sugerem que ha viabilidade de rever o manejo clinico que esta

em vigor para diagnéstico de LTA.

A IDRM como teste complementar pode ser Util tendo como vantagens:
requerer menos recursos para ser aplicada a ser de facil aprendizado e
execucado (a execucdo do Teste de Montenegro é similaridade ao teste
tuberculinico, ou PPD, realizado ha décadas) (MS, 2017; Scott & Novais,

2016a; Skraba et al., 2015).

A principal limitacdo do presente estudo € que, para eliminar vieses,
todos os testes foram realizados no mesmo periodo. Fazemos as
recomendacdes acima mencionadas com base na interpretacdo em série da
IDRM ap6s PCR. No entanto, acreditamos que o desempenho da IDRM
somente apds um resultado de PCR negativo ser conhecido tende a revelar

valores de IDRM ainda maiores, uma vez que a duracdo da doenca é descrita
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como positivamente relacionada a resposta celular. Mas o antigeno para o

teste de Montenegro é escasso, o que dificulta a continuidade deste estudo.

Em relacdo a problematica atinente ao controle de qualidade do
antigeno utilizado para o Teste de Montenegro, estudos concluiram que o
modelo Murino C. Porcellus demonstrou ter forte potencial como modelo in
vivo tanto para testes com modelos animais infectados por L. amazonensis ou
L. Braziliensis (Guedes et al., 2017). Esta pesquisa abre novos campos de

possibilidades investigativas quanto a acuracia da IDRM.

A comparacdo entre as variaveis que teriam possivel influéncia no
resultado da IDRM e da PCR (testes indices, Tabela 5) conferiu valor de p <
0,005, e indicam a diferenca referente ao local da lesédo para o valor de PCR
e do grupo de participantes, tanto para IDRM quanto para PCR. Apesar destes
dados sugerirem que ha mais possibilidade de se obter um resultado
correspondente de LTA através de PCR em areas que nao seja a cabeca, ndo

podemos afirmar este fato como definitivo.

A IDRM é considerada cientificamente uma ferramenta diagndstica
complementar, apesar do seu desuso. Ha estudos (Krolewiecki et al., 2017)
que consideram alta a correlacdo dos resultados de esfregaco e a IDRM e
sugerem elaboracédo de Protocolos para auxiliar no diagnoéstico de LTA com o
uso da IDRM. Estes estudos relatam ndo ser preocupante a exposi¢cao ao
parasita neste método, mesmo em area endémica, visando o inicio do

tratamento.

A hipétese para a negatividade da PCR na LTA ativa, como dito, remete
a presenca de uma forte resposta imunolégica celular encontrada
especialmente na leishmaniose cronica e na leishmaniose mucocutanea. A
reconhecida resposta celular individual indica que testes imunolégicos como
a IDRM podem ser convenientes (Scott & Novais, 2016) Isso reforca a
utilidade de exames que detectam antigenos de Leishmania como a IDRM em
pacientes com teste de PCR negativo. A associacdo racional de outros

exames, como a histopatologia, também pode ser benéfica.
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Grande exemplo é a repeticdo do teste de Microscopia Optica (MO)
para a deteccdo de Tripanossoma Cruzi, minimizando a ma mensuracao
deste parasito quanto a vigilancia relacionada a doenca de Chagas (Minuzzi-
Souza et al., 2018). Mas, para a identificagdo do parasito Leishmania, esta
técnica de aprimoramento de microscopista pode ser questionavel. Além
disto, precisariamos reavaliar as condicfes e disponibilidades para este

recurso com pessoal experiente e bem treinado.

Algo que se pode questionar sobre o assunto esta relacionado ao
material utilizado na formulacdo atual que utiliza o antigénico da L
amazonensis (Bio-Manguinhos, 2003; CPPI, 2008). Na pratica, a dificuldade
de se obter o antigénico mais seguro (principio da beneficéncia) parece ter se
constituido num dos maiores desafios para o emprego da técnica que é de
facil aplicabilidade e baixo custo. Pesquisas para elaboracdo de antigénicos
mais seguros e dentro do que prevé a ANVISA podem ser ou estar sendo
desenvolvidas no momento. Dentro deste contexto, no decorrer desta
pesquisa ndo foram encontrados estudos que relacionassem o0
desenvolvimento de leishmaniose como efeito da aplicagdo da IDRM ou
sequer novas perspectivas plausiveis de aprimoramento deste antigénico.

Novas estratégias tém sido avaliadas para tornar o procedimento
diagnéstico da LTA ndo invasivo, facil, barato e indolor. Procedimentos
invasivos, como a coleta de amostra para bidpsia, exigem infraestrutura em
conformidade as regulamentac¢des sanitarias e de seguranca aos individuos.
Porém ha casos observados com resultados negativos para PCR e com
apresentacao clinica e epidemioldgica sugestiva. Os exames que detectam
resposta celular imunoldgica, associada ou ndo a histopatologia, sdo Uteis
para reduzir a taxa de testes falso-negativos (Adams et al., 2014; Sevilla-
Santos et al., 2018; Suarez et al., 2015).

O uso de swabs associado a PCR cria uma nova concepgao e tornam
0 método atrativo e de facil emprego para coleta de amostra. O uso da PCR
multiplex permite detecc¢des simultadneas, reduzindo o tempo de resultado de
um diagnéstico (Boni et al., 2017; de Cassia-Pires et al., 2017; Ciro Martins
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Gomes et al., 2017; Sevilla-Santos et al., 2018). Novos esfor¢os consistem na
associacdo nao invasiva de técnicas e de alteracdes de uso de métodos.
Testam-se o uso do swab, o uso do SYBR Green e Tag-Man baseados em
tempo real (QPCR) (Ciro Martins Gomes et al., 2017).

A citometria de fluxo esta entre as recentes estratégias de métodos
sorologicos que podem servir de opcdes futuras para a deteccdo da LTA. Em
um determinado estudo a sensibilidade encontrada pela citometria de fluxo foi
maior em relacéo a do teste ELISA, embora menos especifica (B. C. Oliveira,
Mendes, Casiro, & Hernandes, 2016; Pedral-Sampaio et al.,, 2016). Estas
comparacdes podem delinear novos parametros exploratérios significativos
para o cenario diagnoéstico. A citometria de fluxo ainda ndo € uma realidade
estratégica viavel, pelo custo e necessidade de suporte técnico especializado.
Alguns autores (Bari & Rahman, 2006) citam que até o recurso basico pode
ser considerado pouco acessivel em determinadas regibes (Biswas et al.,
2018; Saldiva et al., 2018; Taslimi & Rafati, 2018).
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7 CONCLUSAO

No caminho de sofismas diagnosticos cujo inaudito parasito leishmania

insiste em desafiar o conhecimento contemporaneo a légica deve ser pautada

na quebra dos paradigmas e pensamentos reducionistas para 0 manejo
clinico da LTA.

Com os dados obtidos e analisados nesta pesquisa conclui-se que:

o TED estipulado e disponivel no Brasil (PCR) possui
sensibilidade incompleta;

existe uma parcela significativa de individuos com
caracteristicas sugestivas de LTA, mas que apresentam o
resultado negativo para PCR;

exames complementares usados em combinacdo (testes
multiplos, em paralelo ou em série com a variacdo proposta
neste trabalho) podem agregar informagcfes Uteis para o
esclarecimento diagndstico diferencial de LTA;

a IDRM, apesar de estar em desuso, pode contribuir para
deteccdo de LTA em individuos com resultado da PCR negativo
(uso racional), demonstrando ser um teste potencialmente
sensivel e acurado para estas situacoes;

a IDRM é uma ferramenta de exame complementar Gtil e de
baixo custo, podendo ser empregada e acessivel em regides
mais remotas (distantes de centros de referéncia) e com menos
recursos disponiveis;

A estratégia de uso combinado da IDRM e da PCR (em paralelo
ou em serie com a variagcdo proposta neste trabalho) forneceu
evidéncias de ser acurada para atender um maior numero de

individuos com LTA.

Assim, o uso racional da combinac¢éo dos TED ja desenvolvidos podem

ser aprimorado com finalidade de aumento da qualidade do diagnostico
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diferencial desta patologia, agregando valores ao protocolo j& existente para
manejo clinico. Assim, esta combinacdo pode fornecer subsidios que iréo
norteiar a decisdo no dilema clinico sobre o uso de farmacos
antileishmanicidas.

Frente aos dados obtidos e analisados fomenta-se rever novas
perspectivas através do uso racional do teste de Montenegro em série, em

especial para individuos com resultado de PCR negativo.

Futuros estudos sobre outras técnicas que detectam a resposta celular
na LTA podem enriquecer esta vertente de esclarecimentos atinentes ao

controle das leishmanioses.
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