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“Este magnifico sistema do sol, planetas e cometas poderia somente proceder do
conselho e dominio de um Ser inteligente e poderoso.”

“A necessidade metafisica cega, que certamente é a mesma sempre e em todos os
lugares, nao poderia produzir nenhuma variedade de coisas. Toda aquela
diversidade das coisas naturais que encontramos adaptadas a tempos e lugares néo
se poderia originar de nada a nfo ser das idéias e vontade de um Ser
necessariamente existente.”

“E dessa forma muito do que concerne a Deus, no que diz respeito ao discurso sobre

ele a partir das aparéncias das coisas, certamente pertence a filosofia natural.”

Sir. Isaac Newton —em trechos de Principia
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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € um problema de saude publica, cujo diagnostico
depende dos diversos métodos empregados em conjunto, na busca de obter melhor
sensibilidade e especificidade. O objetivo do presente estudo foi validar a técnica de ELISA
empregando exoantigenos (ELISA exoAg) de Leishmania mexicana e a técnica de
Imunofluorescéncia Direta (IFD) para o diagnéstico da LTA em amostras de pacientes
atendidos no Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia. O projeto
incluiu 106 pacientes portadores de leishmaniose tegumentar americana atendidos entre os
anos de 2007 e 2010, cuja confirmagdo da infeccdo ocorreu por critérios clinicos,
epidemiolégicos e laboratoriais. Foi realizada a coleta de amostra sanguinea e de fragmento de
lesdo de tecido cutaneo na fase pré-tratamento. Os soros foram armazenados a -20°C e o
fragmento de leséo foi comprimido sobre uma lamina de vidro em 6 pontos e a lamina foi fixada
com acetona em banho de gelo. O teste de ELISA com Exo-Ag foi realizado com soros pré-
diluidos proporcdo 1:100. Os resultados demonstraram que houve predominio da forma
cuténea (84,9%) e apenas 15,1% de casos na forma mucosa. Os casos de infeccdo pela
primeira vez somaram maioria (83%) contra 11% de recidivas. O ELISA exo-Ag demonstrou
sensibilidade de 90,8 = 5,7% (n = 98; IC 95%). Em grupo controle composto por pacientes
aparentemente sadios a especificidade do ELISA exo-Ag foi de 91,3 + 6,2% (n = 80; IC 95%).
Quanto a especificidade, em amostras de pacientes portadores de diversas doencas: doenca
de Chagas: 66,7 + 18,8% (n = 24; IC 95%); em amostras de portadores de doencas
reumaticas: 42,4% + 16,9% (n = 33; IC 95%); pénfigo foliaceo: 76,9 + 22,9% (n = 13; IC 95%);
hanseniase virchowiana: 85,7 + 24,2% (n = 8; IC 95%); soros com reacao VDRL positivas: 87,5
+15,7% (n = 16; IC 95%); e micoses profundas: 77,8 + 27,4% (n = 9; IC 95%). O ELISA exo-Ag
obteve valor preditivo positivo de 73,5 + 8,8% (n = 96), negativo de 93,3 £ 5,4 (n = 81)% e
acuracia de 87,6%. A IFD, por sua vez, apresentou sensibilidade de 72,2 + 10,4% (n = 72; IC
95%) e em amostras de pacientes com lesdo cutdnea, mas ndo portadores de LTA, a
especificidade foi de 96,3 £ 5,0% (n = 55; IC 95%), garantindo valor preditivo positivo de 96,3 +
4,3 (n=79), negativo de 72,6 + 10,1% (n=75) e acuracia de 82,7%. A PCR-RFLP verificou
presenca de subgénero Viannia na maior parte das amostras indicando tratar-se da espécie L.
V. braziliensis. A avaliagdo dos custos verificou que os dois métodos propostos custam 40 %
mais que o conjunto de técnicas de rotina, por paciente. Por outro lado, a analise dos
resultados dos testes propostos, de forma concomitante, demonstrou aumento na sensibilidade
e na especificidade, com a vantagem da rapidez do resultado. Os resultados demonstraram
bom desempenho do ELISA exo-Ag e da IFD, e validaram as 2 técnicas propostas para o
diagnéstico de LTA causada por L. braziliensis.



ABSTRACT

American Cutaneous leishmaniasis (ACL) is a public health problem whose diagnosis depends
on the various methods used together in the quest to get better sensitivity and specificity. The
purpose of this study was to validate the ELISA technique employing exoantigens (ELISA
exoAg) of Leishmania mexicana and direct immunofluorescence (DIF) for the diagnosis of ACL.
in samples from patients at the Clinic of Dermatology, University Hospital of Brasilia. The project
included 106 patients with cutaneous leishmaniasis treated between the years 2007 and 2010,
whose infection was confirmed by clinical, epidemiological and laboratory. We collected blood
sample and a fragment of skin tissue injury in the pre-treatment. Sera were stored at -20° C and
fragment of lesion was compressed on a glass slide in six points. The blade was fixed with
acetone in ice bath. The ELISA with Exo-Ag was carried out with sera pre-diluted 1:100 ratio.
The results showed a predominance of cutaneous form (84.9%) and only 15.1% of cases in the
mucosal form. The new cases totaled majority (83%) against 11% of recurrences. The exo-Ag
ELISA showed sensitivity of 90.8 + 6.2% (n = 98, Cl 95%). In control group of apparently
healthy patients, the specificity of exo-Ag-ELISA was 91.3 £ 5,7% (n = 80; Cl 95%). For
specificity, we tested sera from patients with various diseases: patients with rheumatic diseases:
42.4 £ 16.9% (n = 33; Cl 95%); Chagas' disease: 66.7 + 18.8% (n = 24, Cl 95%); pemphigus
foliaceus: 76.9 + 22.9% (n = 13, Cl 95%), hanseniasis: 85.7 £ 24.2% (n = 8, Cl 95%); patients
with VDRL positive test: 87.5 + 15.7% (n = 16, Cl 95%) and deep mycoses: 77.8 + 27.4% (n =
9, Cl 95%). The exo-Ag ELISA obtained positive predictive value of 73.5 + 8,8% (n = 96; ClI
95%), negative predictive value of 93.3 + 5,4% (n = 81; Cl 95%) and 87.6% of accuracy. The
DIF, showed sensitivity of 72.2 + 10.4% (n = 72, Cl 95%) and specificity was 96.3 + 5.0% (n =
55, Cl 95%) in samples from patients with skin lesions (but not patients with ACL), ensuring
positive predictive value of 96.3 £ 4,3% (n = 79; Cl 95%), negative predictive value of 72.6 +
10,1 (n = 75; CI 95%) and accuracy of 82.7%. The PCR-RFLP found Viannia subgenus of most
of the samples, that indicated the presence of the species L. V. braziliensis. The evaluation
found that the two proposed methods cost 40% more than the set of routine, per patient.
However, the analysis of the results of the proposed tests, concomitantly, showed an increase
in sensitivity and specificity, with the advantage of less time to finish. The results showed good
performance of the exo-Ag ELISA and DIF, and validated the two proposed techniques for the
diagnosis of ACL caused by L. braziliensis.
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| — INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LDA)leishmaniose cutanea do Novo
Mundo é uma doenca infecto-parasitaria causadg@@sitosdo géneroLeishmania
(Ross, 1903) que produzem diferentes manifestagjiesas, dependendo da espécie de
Leishmaniaenvolvida, da relagdo do parasito com o seu hospeelea resposta imune
deste.

Os parasitos do génekeishmaniaséo flagelados e pertencem ao Hiotozoa
Ordem Kinetoplastida(Doflein, 1901; Woodcock, 1906). Sao classificadosno da
Familia Trypanosomatidae(Honigberg, 1963; Vickerman, 1976) em funcdo de
possuirem hospedeiros vertebrados e invertebrddiferenciam-se, no entanto, do
género Trypanosomapelo fato de se apresentarem sob as formas aotastig
promastigota e paramastigota (Subgéngamnia).

Dados recentes mostram que a leishmaniose afetgim@adamente 12 milhdes
de pessoas em 88 paises (leishmaniose do VelhoNowm Mundo), sendo que 350
milhdes vivem em risco de contaminacéo e estimguesehaja 1,5 milhdes de novos
casos todos os anos (ALVAR, 2006; GONZALEZkt 2009; WHO, 2009). No Brasil,

0 numero de casos novos reportados entre 2005 @ Wo@passou os 25.000 casos
(WHO, 2009).

As formas clinicas da LTA podem ser cutanea e eatdnucosa. A forma
cutaneo-mucosa, considerada de maior gravidadssig aaracterizada por atingir as
mucosas, nao apenas a nasal, mas a da faringege)grovocando lesdes destrutivas e
conseqiientes desfiguracbes e transtornos emociaosipacientes (MAGALHAES et
al. 1990; GRIMALDI JR E TESH, 1993; RODRIGUES a&t, 2006; REITHINGER et
al., 2007).

O diagnéstico realizado para a leishmaniose baseres manifestacfes clinicas
apresentadas pelo paciente, em dados epidemiosogicoos resultados de técnicas
laboratoriais diversas que tentam complementarfse de obter maior sensibilidade.

A importancia do diagnostico laboratorial € evidada por MENEZES DA
SILVA et al., 2007, que verificaram que dos 30.695 casos de ndtificados naquele
ano, 25.332 (83%) foram confirmados por critérisolatorial, enquanto que em 4.322

(14%) utilizaram-se critérios clinico-epidemiologic Pesquisa no banco de dados do



Sistema Nacional de Agravos de Notificagdo (SINAdY),Ministério da Saude, mostra
que o critério laboratorial foi determinante pardiagnéstico em 77,6 % dos casos de
LTA em série historica nos anos de 2001 a 2005 (B&TS, 2009).

Ha aquelas de cunho parasitologico, cujo diagmydtaseia-se na pesquisa do
parasito tais quais a pesquisa direta de forma tagnts em |lamina corada, o exame
histopatolégico e o cultivo do parasito em meicdkiura (“in vitro”) ou em animais de
biotério (“in vivo”). Ha também técnicas imunolog&e como as reagdes sorologicas
para deteccdo de anticorpos, como a imunofluorescéndireta (RIFI) e o ELISA
(Enzyme linked immunossorbent ajsapm suas variacdes quanto aos antigenos
utilizados. Outra técnica imunoldgica é a Intrademecdo de Montenegro (IRM), que
avalia a hipersensibilidade retardada do pacieatdd ao antigeno deeishmania

Este trabalho propde-se a validar 2 métodos dendstigo para a LTA: o
ELISA que utiliza exo-antigenos (Exo-Ag) de fornpaemastigotas de. mexicanae a
Imunofluorescéncia Direta (IFD) empregando antiosrpoliclonais anti-eishmania

levando também em consideracédo o custo, por tisisgda kit avaliado.

1.1 Situacgédo atual do diagnéstico da LTA

O diagnostico da LTA inclui manifestages clinicdados epidemiolégicos e
resultados de testes laboratoriais. As técnicéigadas em laboratério séo diversas, na
tentativa visivel de se complementarem em func&dintacdes inerentes a cada uma.
Os métodos diagnoésticos considerados como padréocamda sdo a demonstracao do
parasito em amostras de tecido corado e a cultunatro do parasito em meios
especificos (WEIGLE dl., 2002).

Os Quadros 1, 2 e 3 elencam os métodos (paragtok) imunoldgicos,
histolégico e moleculares) usados para o diagrstac LTA com suas vantagens e
desvantagens, além das respectivas sensibilidaoiéda® por diversos grupos de
pesquisadores.

Diante do observado na literatura no que tandeetiado, as limitacdes de cada
técnica, o diagnostico da LTA ainda carece de apge agreguem boas qualidades,
como sensibilidade e especificidades elevadas, emoncusto, aliado a rapidez e o
conforto para o paciente.



Quadro 1 —Testes parasitologicos para diagndéstico de leislusanegumentar americana e suas vantagens, liegag sensibilidade de
acordo com a literatura pesquisada

TIPO

TESTE

VANTAGENS

LIMITACOES

SENSIBILIDADE

Parasitolégicos

Pesquisa direta em
lAmina

- Diagnéstico de certeza: Impossibilidade de automacéo;

- Baixo custo.

- Procedimento invasivo para obtencdo de amostra
- Subjetividade na interpretacéo;

- Necessidade de laboratoristas experientes taa
orientacdo quanto a coleta, quanto na confecca
[Amina;

tamanho e escassez em lesdes com mais de 3 me

- Infec¢des porl. V. braziliensispor seu diminutg
5es.

De 14 a 89,7% (CUB/et al., 1980; CUBAet

,al., 1981; NAVIN, 1990; WEIGLE, 1993;
RODRIGUES etal; 2002; SAMPAIO etal,;
@092; PERLES etal.,, 2006; MENEZES DA
SIYA et al., 2007; REISet al., 2008; LUZ et
al., 2009; MURBACK eial., 2011).

Cultura “in vitro” (fase

sélida NNN ou meio

liquido Schnider, LIT
ou CCS)

- Diagnéstico de certezal
- Isola o parasito paf
estudos futuros;
- Baixo custo.

;- Impossibilidade de automacéo;

a Necessidade de técnico experiente;

- Possibilidade de contaminacéo;

- A espécid.. V. braziliensigem crescimento lento;
- Emisséo do resultado ate 1 més.

De 28,6 a 89% (SALINAS etal.,, 1989;
MARZOCHI etal., 1993; ROMERO edl., 1999;
WEIGLE et al., 2002; SAMPAIO etal., 2002;
RODRIGUES etal.; 2002, CHOUIHI etal.,
2009; LUZ etal., 2009; SZARGIKI etal., 2009;
MURBACK etal., 2011)

Inoculagdo em hamste

- Diagnoéstico de certeza
- Sensibilidade mais al
que pesquisa d
ramastigotas.

;- Impossibilidade de automacéo;
a Metodologia complexa;

- Elevado custo (sangue de animal);

- Risco de acidentes por inoculacédo acidental;
- Requer técnico experiente;

- A sensibilidade depende do nimero de tubos;

e Procedimento invasivo para obtencédo de amostra

56,7 e 75% empregando inéculo de teq
biopsiado (NAVIN, 1990; MURBACK etal.,
2011) e 41,3% utilizando inéculo de aspirada
lesédo (WEIGLE, 1993)

- Emissao do resultado ate 1 més;

NNN: McNeal-Novy modificado por Nicolle; LITLiver Infusion Triptosétriptose infuso de figado); CCS: coracao-céredanogue.

ido

de



Quadro 2 —Testes imunoldgicos para diagnostico de leishmaniegumentar americana, suas vantagens, limitag@essibilidade de
acordo com a literatura pesquisada

7]

TIPO TESTE VANTAGENS LIMITACOES SENSIBILIDADE
- Elevada sensibilidade;| - Teste “positivo” na infecgdo inaparente,, recdp\De 30 a 100% (FERREIRA ail, 2006; PERLES
- Baixo custo; reacdes cruzadas: doenga de Chagas, micesak, 2006; MENEZES DA SILVA eal., 2007;
Intradermorreacédo de| - Método pouco invasiva.profundas (esporotricose e cromomicosBE IS etal., 2008; LUZ etl., 2009).
Montenegro turberculose e hanseniase (forma virchowiana)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007);
- Impossibilidade de automacéo;
- Diferentes antigenos utilizados nos testes.
- Elevada sensibilidade; | - Impossibilidade de automacao; 89% (WALTON etal., 1972), que utilizou fomg
- Coleta pouco invasiva;| - Estrutura minima para analise; amastigotas como antigeno.
Imunofluorescéncia |- Adequado para estudps Reagdo cruzada: doencas de Chadas,34 a 95,4% para promastigotas como antigenos
Imunolégicos Indireta epidemiolégicos. paracoccidioidomicose, pénfigo-foliaceo, micosEBODRIGUES etl.; 2002; GARCIA etal., 2005;
profundas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007); ROMERO etal., 2005; FERREIRA eal., 2006;
- Falso-negativo: forma cuténea inicial. PERLES et al.,, 2006; REIS etal.; 2008;
BARROSO-FREITAS etl., 2009; SZARGIKI e
al, 2009).
- Elevada sensibilidade;| - Estrutura minima para analise; De 85 a 100% para antigenos brutos (PEDRAS et
- Coleta pouco invasiva;| - Reatividade cruzada: com doencas de Chaghs2003, FERREIRA eal., 2006; YONEYAMA
ELISA - Adequado para estudpgaracoccidioidomicose, pénfigo-foliaceo e micgstsal., 2007 e 60 a 100% para fracdes antigénicas
epidemioldgicos. profundas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). (MARCUSSI etal., 2006; GOMES-SILVA eal.,
2008; BARROSO-FREITAS etal, 2009;
SZARGIKI etal., 2009; CATALDO e#l., 2010).
- Elevada sensibilidade; | - Impossibilidade de automacao; SZARGIKI, 2005; SZARGIKI etl, 2009.
Immunoblot - Especificidade mais- Estrutura minima para analise;
elevada que  outrgs Custo elevado.

métodos sorolégicos




Quadro 3 —Exames histopatolégico e moleculares para diagide leishmaniose tegumentar americana e suaagesms, limitacdes e
sensibilidade de acordo com a literatura pesquisada

TIPO TESTE VANTAGENS LIMITACOES SENSIBILIDADE
- Alta especificidade - Impossibilidade de autoneaca De 22 a 61,9% (MEHREGAN, 1999; LANUS
- Baixa sensibilidade, sobretudo em infec¢des astig al., 2005; MENEZES e#l., 2007; CARNEIRO
Exame Fragmento de biopsia| - Procedimento invasivo por biopsia; 2009).

Histopatol6gico

corado

- Necessidade de médico patologista para laudo;
- Demora na emisséo do resultado.

Molecular

PCR (hibridizacéao,
RFLP, isoenzimas e
“Real time”)

- Alta sensibilidade;

- Alta especificidade;

- Possibilidade d
identificacdo da espécie
- Parte do processo

automatizado;

- Rapidez no diagnésticg

- Estrutura minima para andlise, limitada a pesquis
- Alto custo com equipamentos e reagentes.

11

De 51 a 100% BELLI eal., 1998 AVILES efal.,
1999; RODRIGUES, 2000; RODRIGUES at;
2002; ANDRADE et al., 2005; BARBOSA
GARCIA et al.,, 2005; GARCIA etal., 2005;
LANUS et al.,, 2005; TEIXEIRA-NETO eHl.,
2006; REIS etal; 2008; LUZ etal., 2009;
BERZUNZA-CRUZ etal., 2009; ROMERO ¢

al., 2009).

et



1.2 Validagéo de testes diagnosticos

O processo de avaliagdo do desempenho de um ledgigatorial depende
diretamente de critérios diagnosticos pré-estaluglec tais como o conhecimento
prévio da presenca ou auséncia da doenca. Esta¢adi da “verdade” € denominada
de “padréo-ouro” (RODRIGUES, 2000).

Os marcadores biologicos, ndo importando aquiéiseasticorpos ou pequenas
fracOes protéicas, podem ser validados no que feeer@ eventos como doenca,
exposicao a agentes danosos ou susceptibilidadericas (SCHULTE & PEREIRA,
1993). De uma maneira geral, a validagdo de mareadwnoldgicos e, mais particular,
de marcadores diagnosticos de infeccdo, é realipataamostragens relativamente
pequenas, em que 0S grupos em estudo sdo categsricam relacdo ao evento de
interesse. Dessa forma, as caracteristicas do dwaredo determinadas, permitindo a
sua utilizacdo em estudos de grandes populagodes.

Um marcador de evento (doenga) € véalido quao nfafoa sua capacidade de
indicar a presenca do evento de interesse. Paidaval utilizacdo de uma medida
bioldgica, como um marcador, € necessario entemdetacionamento entre este e o
evento ou condi¢do que se deseja pesquisar. E guéda validacio torna-se possivel,
por meio da medida daquilo que o teste conseguectdet Aqui se encaixam 0S
conceitos de sensibilidade, especificidade e valpreditivos (FEINSTEIN, 1977).

A validade de um teste diagnéstico € medida psahabilidade em determinar
com precisdo as pessoas realmente doentes contivgsosi as sadias como negativas
para o teste (HENNEKENS & BURING, 1987).

A sensibilidade de um teste diagnéstico € defipidia capacidade de detectar
individuos verdadeiramente doentes, enquanto gespecificidade é a capacidade de
estabelecer como negativo os individuos ndo doe®haisos indicadores sdo também
importantes e abordam aspectos diferentes da dalida um teste diagndstico. O valor
preditivo positivo e o valor preditivo negativo e#psam a probabilidade da doenca
estar presente ou ausente dado o resultado positimegativo do teste.

Os ensaios para validacdo de testes diagnostiGos portanto, etapas
importantes para consolidacdo de procedimentosdéespublica, na medida em que

somente a partir dai € possivel aplicar técnicagndisticas adequadas para estudos



populacionais visando o “rastreamento” de indiv&lportadores de doencas em sua

fase pré-clinica e outros propésitos diagndsticos.

1.3 Métodos propostos
1.3.1 Imunofluorescéncia direta (IFD)

Este método baseia-se na capacidade de ligacdoantosorpos policlonais
(produzidos em coelhos) com antigenos de leishmamesentes em exsudato
impregnado em lamina por compressao do fragmenteaido de lesdo cutanea retirado
em procedimento cirdrgico. Os anticorpos sdo macawdm fluoresceina, permitindo,
em caso de positividade, a visualizacdo de fornmaastigotas ao microscépio de

imunofluorescéncia, como demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - Visualizagdo de formas amastigotasL@éshmania sfsetaslpods reacao de
imunofluorescéncia direta positiva em lamina impasta com exsudato cutaneo de
lesdo, obtido por biopsia em paciente com leishosgnicutanegFonte: acervo da
empresa Cellabs, Australia).

Esta técnica carece de estudos, o que € notadoesquipa as base de dados
cientificos. Os unicos trabalhos referenciadosndizespeito a amostras obtidas a partir

de linfonodos de cées, tratando-se do diagndsédeishmaniose visceral (LV).



Imprints de aspirados de linfonodos provenientes de cées k¥ foram
submetidos a IFD, utilizando anticorpo policlonaitid_eishmania produzido em
camundongos. A técnica revelou positividade em%3Jas amostras avaliadas (n = 60)
(MOREIRA etal., 2002). Em outro trabalho, MOREIRA @t, 2007, realizaram a IFD
em amostras de linfonodos na formaimahgrints obtendo 92,68% de sensibilidade do
teste. Diante dos dados, os autores concluiranoquétodo de IFD deve ser utilizado
para confirmacao dos casos suspeitos de LV caninagdes endémicas.

Além da caréncia de artigos cientificos que avaleesensibilidade da IFD em
amostras de pacientes portadores da forma cutaaedéeishmaniose, ndo foram
encontrados registros de trabalhos que pudesseravédiado a especificidade dos
anticorpos policlonais empregados nesta técnicia. d@ados demonstram uma grande

lacuna no que diz respeito ao emprego da IFD rgnditico da LTA.

1.3.2 ELISA (Enzyme Linked Immunossorbent Asgay

Testes soroldgicos tem sido empregados, com caasieimportancia, no
diagnostico e em inquéritos epidemiolégicos da L& reagbes de ELISA sé&o
utilizadas no diagnostico de vérias doencas erel@st testes sorologicos, apresentam
grande vantagem por possuirem uma alta sensikgli@adspecificidade diagndstica,
dependendo do antigeno utilizado. Além do maigssestacdes apresentam um baixo
custo, facilidade técnica e a possibilidade deism@ée um grande niumero de amostras

ao mesmo tempo, com rapidez na obtencgéo de ressitad

Os antigenos mais comumente empregados em ensaio®anzimaticos no
diagnostico da leishmaniose sdo aqueles obtid@sta do parasito integro. PEDRAS
etal., 2003, utilizando a reacédo de ELISA com antigdirasos del. braziliensise de
L. amazonensjs observaram sensibilidade de 94,7 a 100%, respectinte, e

especificidade de 90% e 100% considerando os mastigenos.

FERREIRA et al., 2006 também aplicaram a técnica imunoenzimatica
empregando antigeno bruto de braziliensisem soros de pacientes com LTA e
obtiveram 85% de sensibilidade. YONEYAMA al., 2007, obtiveram 93% de



sensibilidade na ELISA com antigeno de braziliensis porém, ao avaliar a
especificidade desta técnica com amostras de pgesiportadores de doenca de Chagas

e paracoccidioidomicose, verificou-se apenas 5%3% 8respectivamente.

Os testes imunoenzimaticos, no entanto, possueltadides que devem ser
vencidas. Destaca-se a reatividade cruzada quatlt@dos soros de pacientes com
doenca de Chagas, em funcédo da interacdo com dedmites antigénicos comuns as
espécies dd@rypanosoma cruzL. braziliensise L. chagasi(VEXENAT et al., 1996).
MENDES etal., 2007, observaram co-infec¢éo erftecruzie L. braziliensisem 1%
dos individuos e que amostras de pacientes chagagitesentaram entre 98 e 100% de
positividade em ELISA com antigenos ldebraziliensise L. chagasj respectivamente.

E provavel que a justificativa de tal ocorréncipagse no fato de haver interagdo com
determinantes antigénicos estruturalmente semehiaAintigenos brutos, tanto de
amazonensjgjuanto dd.. braziliensis quando separados por eletroforese e submetidos
ao western blot demonstraram bandas de alto peso molecular ass doeam

reconhecidas quando na presenca de soros de paadaigasicos (SZARGIKI, 2005).

1.3.2.1 ELISA com antigenos de secrecdo e excregioduzidos em meio livre de
proteinas

Ha décadas os antigenos de secrecdo e excrecawagéqs diversos vem sendo
estudados. Os trabalhos mais antigos obtidos equisesremontam a mais de 40 anos
quando exo-antigenos deypanosoma cruzilemonstraram alta especificidade quando
empregados na reacdo de fixacdo de complemento KAAR et al., 1965 apud
SHAW e LAINSON, 1975). Em estudos de hipersensiade utilizando produtos de
secrecdo de promastigotas e amastigotak. daexicana(ADLER et al., 1965 apud
SHAW e LAINSON, 1975) e antigenos de secrecabaighmania majo(SERGIEV e
SHUIKINA, 1969 apud SHAW e LAINSON, 1975) os resulbs também apontaram
vantagem para 0s exo-antigenos.

Os exo-antigenos de mexicana amazonendisram empregados por SHAW e
LAINSON, 1975, em testes intradérmicos que produziresposta anafilatica imediata

em pacientes com leishmaniose cutanea confirmada.
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A analise molecular de diversos antigenos de |dsiimrevelou glicoproteinas de
superficie celular como fosfoglicanos gp63, gp4&ma de uma glicoproteina
lipofosfoglicana chamada KMP11l. Outros componentastigénicos sdo 0s
glicoinositolfosfolipideos (GIPL), as chaperonasPH&®), 70, 83 & STI-1 e as proteinas
do citoesqueleto cinesina, tubulina (SOT@let1998), além da actina. Destacam-se as
“proteinas conservadas” da familia das histonabtiu H1, as quais provocam
resposta humoral especifica em infecfeslpdiraziliensis(CARMELO et al., 2002).
Dentre as chaperonas, o grupo das HSP70 demornewada imunogenicidade em
leishmanioses (MACFARLANE et al., 1990; ZURITA €t,&2003) além de outras
parasitoses.

MARTIN et al., 1998, demonstraram que antigenos liberadose(sBwr excrecao
e metabolismo) sdo mais especificos que antigdstaioe por lise das leishméanias para
uso em diagnédstico. Estes antigenos, chamadoargigenos (exo-Ag), sdo formados
pelos produtos de liberagdo dos parasitos quandomeme de cultura, também
chamados de antigenos soluveis. Eles sdo liberddomodo semelhante ao que
acontece quando da infeccdo do hospedeiro pelshmania (RAJASEKARIAH,
SMITHYMAN, GUPTA e MARTIN, 2007).

Até o presente momento, houve estudos que tratademexo-antigenos
provenientes de diversas espécies Leésshmania RAJASEKARIAH et al.,, 2001,
avaliaram antigenos secretores, excretores e nhetzbdderivados de formas
promastigotas de. donovanj cultivadas em meio livre de proteinas. Prelinimamte,
os antigenos foram separados em gel pela eletsefd@DS-PAGE). A visualizacdo
pela coloragdo com Coomassie (Figura 2) reveloddsmde diversos tamanhos: 11, 30,

42,50 e 161 kDa, demonstrando uma complexidadatigenos protéicos.
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Figura 2 — Eletroforese em gel de SDS-PAGE. Exo-antigeno®aeds promastigotas
de L. donovaniseparados por eletroforese em gel de gradien@Y#-4 visualizacao
com Comassie coloidal G-250. M: marcadores de paslecular pré-diluidos de 3 a
188 kDa. Fonte: RAJASEKARIAH et al., 2001.Optimisation of an ELISA for the

serodiagnosis of visceral leishmaniasis using trovilerived promastigote antigenk
Immunol. Methods, 252(1-2): 105-19, 2001).

Os exo-antigenos séo obtidos a partir de cultositipa para leishmanias em
meio Schneider com soro fetal bovino a 10%. Apddrifegacdo, este meio é removido
e as leishméanias sao ressuspendidas em meio X@igtacom colbide osmatico) que
mantém a integridade da membrana das formas prigotast Apos 3 dias de nova
incubacédo a 26°C, a cultura (contendo 90% de fopr@wastigotas viaveis) € dividida
em frascos e centrifugada a 5.000g. O sobrenadamservado e o sedimento é
desprezado. Por fim, o sobrenadante é clarificanloneio de passagem em filtro com
poros de 0,22m e armazenado a 4°C. Este produto final tem soeeotracdo medida
e esta pronto para uso na sensibilizacdo dos glacpkca de ELISA.

Objetivando o diagnoéstico da leishmaniose cutam€s, (RYAN et al., 2002,
avaliaram a reacdo de ELISA baseada nos antigenpsothastigotas de. mexicana

cultivadas em meio livre de proteinas, para a gatede imunoglobulinas IgM e IgG
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em soros de 143 pacientes (brasileiros) com LTAicoada. Os resultados mostraram
sensibilidade de 92,3%. No mesmo trabalho, os esiteerificaram que soros de 10
pacientes portadores de LTA apresentaram reatieidacexo-antigenos dle mexicana
utilizandowestern blo(Figura 3).

Em 2008, RAJASEKARIAH e colaboradores compararammatodologia
imunoenzimética com exo-antigenosldelonovanie deL. major com outras técnicas
(Hemaglutinacao direta, imunofluorescéncia indieetaétodos parasitolégicos) para o
diagndstico de LV em cées. Os autores constatararr rsensibilidade (100%) do
ELISA frente as demais metodologias.

Desta forma, de acordo com os resultados acima;sgtue o ELISA utilizando
0S exo-antigenos de leishméanias cultivadas em Ihe® de proteinas apresenta-se
como um método aperfeicoado, uma vez que houverdarda sensibilidade, tornando

promissor para sua inclusdo em rotina de diagr@dd_TA em instituicdes de saude.
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Figura 3 — Reagé&o devestern blodemonstrando sororreatividade entre amostras de
10 pacientes portadores de leishmaniose cutédnea (CI0) e os exo-antigenos de
L. mexicanaversus soros controle (pacientes sadios, de N14p dde néo
apresentaram reacdo frente aos mesmos antigermste( Ryan et al.,, 2002.
Enzyme-Linked Immunossorbent Assay Base don SdRiblaastigote Antigen
Detects Immunoglobulin M (IgM) and Antibidies imesérom cases of visceral and
cutaneous leismaniasid. Clin. Microbiol. ,v. 40, n°® 3, 1037-1043, 2002).

Os dois métodos propostos pertencem a empresab€elayY (Brookvale,
Australia). Gracas aos bons resultados dos testeELdSA exo-Ag e de IFD no
diagndstico de LC causada por outras espécieketdhmaniaconforme trabalhos
publicados, a referida empresa demonstrou intedsseercado no Brasil. Por meio do
seu pesquisador chefe, Dr. G-Halli Rajasekariabyé@adnteresse matuo num trabalho
gue avaliasse os parametros de validacao da ELt8A\g e da IFD para o diagnéstico
da LTA no Brasil, culminando no assunto que trata &ese.
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II - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Validar, por meio de indicadores (sensibilidadspeeificidade, acuracia e
valores preditivos positivo e negativo), os exdgarios de formas promastigotasiLde
mexicanaem ensaio imunoenzimatico (ELISA exo-Ag) e osampos policlonais da

imunofluorescéncia direta (IFD) para o diagnéstiad_TA.

2.2 — Objetivos especificos
» Determinar os indicadores de validade dos exo-ambig dd.. mexicanaem
ensaio imunoenzimatico (ELISA exo-Ag);
* Determinar os indicadores de validade dos anticopaticlonais da IFD;
* Identificar, pela técnica de PCR-RFLP, as espédes Leishmania
causadoras da LTA nos pacientes incluidos no estudo
» Calcular os custos das técnicas de rotina e detéad&ca proposta (ELISA

exo-Ag e IFD) para comparacao e avaliacao da relegsto-beneficio.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 —Tipo de estudo

Trata-se de estudo de validacéo de testes diagm®sbmparados com métodos
utilizados na rotina (cultura, pesquisa diretaalenfis amastigotas, IRM, RIFI e exame
histopatolégico).

3.2 - Populacao estudada e definicdo de caso

Os pacientes incluidos foram atendidos no Servig®ermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), para os quais heuposterior confirmacdo do
diagndstico de LTA por meio de dados epidemioldgjiadinicos e da positividade em
pelo menos 2 testes laboratoriais de rotina (aultyesquisa direta de formas
amastigotas, IRM, RIFI e exame histopatolégicojadte o periodo compreendido entre
agosto de 2007 a julho de 2010.

3.3 — Tamanho da amostra populacional

O nuamero de pacientes estudados, considerandmsibiidades do método de
ELISA descritas na literatura, utilizando grau d@afanca de 95% e uma precisdo de
5%, deveria ser de pelo menos 73 pacientes. Quammbrametro a ser avaliado é a
especificidade do ELISA, o niumero de pacientes p@adores de LTA a serem
incluidos para os testes sorologicos deveria sefd@acientes, levando em conta
precisao de 5% com um grau de confianca de 95%.

Para a IFD, de acordo com as sensibilidades teesqoor outros autores e
considerando 75% de grau de confianca e precisd@%e o nimero de pacientes que
devem ser incluidos para estabelecimento da shdad® deveria ser de 72 pacientes.
Visando a especificidade, cujo grau de confianga de 95% e precisdo de 6%, o
namero de pacientes sem LTA a serem incluidos @eser de 51 pacientes.

Para os calculos acima, foi utilizada equacao aghtica teste de hipotese para

uma proporc¢ao, disponivel em software Epi Infos&er3.3.2 (CDC, Georgia, EUA).
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3.4 — Critérios de inclusao

Pacientes com diagnéstico de LTA, nas formas catémecutaneo-mucosa,
confirmado pela historia epidemioldgica e cliniam da positividade em pelo menos
2 testes laboratoriais de rotina; pacientes virglEngatamento ou aqueles com recidiva
da doenca, mas que ndo foram submetidos a tratanespecifico para LTA nos 6
meses anteriores a coleta das amostras; pacieméesomcordaram em participar do

estudo, assinando o Termo de Consentimento.

3.5 — Critérios de exclusao

Pacientes menores de idade (menos de 18 anos) gai®<ao assinaram o0
Termo de Consentimento e aqueles maiores de idadengo aceitarem assinar o
mesmo; pacientes em uso ou que receberam trataespdoifico para LTA até 6 meses
anteriores a coleta das amostras; pacientes coafogia positiva ou com historia

clinica de doenca de Chagas.

3.6 — Obtencéo das amostras

No projeto em tela, para a realizacdo dos teseBLdSA, foram utilizados 2
(dois) ml de soro dos pacientes obtidos por pungdmosa, coletadas quando do
procedimento de rotina para diagndéstico de LTAambulatério de Dermatologia do
HUB. ApOs retracdo do coagulo, as amostras foramrifiggadas e mantidas em tubos
devidamente identificados, em freezer a - 20° Gtnagg, para a realizacédo da RIFI e do
ELISA exo-Ag.

Antes da realizacdo dos testes de ELISA exo-Agacamostra (soro) foi
submetida a sorologia para pesquisa de anticor@ dgntra T. cruzi com Kit
imunoenzimatico especifico (Chagastest ELISA redoertie v4, Wiener lab, Rosario,
Argentina). As amostras que apresentaram reac@isvpe (com absorbancia acima do
ponto de corte conforme kit) foram excluidas desete para pesquisa de anticorpo anti-
Leishmaniapelo método de ELISA com exo-Ag a fim de evitaviés da conhecida
reatividade cruzada.

Para os testes de IFD, foram obtidos fragmentdeaédo cutaneo por meio de
procedimento cirargico (bidpsia) no local da lesfmpregando “punch” de 4 (quatro)
mm. Este procedimento foi realizado por médicosdemdées em Dermatologia do
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HUB. Os fragmentos foram comprimidos contra lammida vidro (6 compressdes por
lamina; 2 l1aminas por paciente), com auxilio de imga, a fim impregné-las com

material linfatico. As laminas foram identificadaguardadas para posterior fixacéo.

3.7 - Exames de rotina para o diagnostico da LTA
3.7.1 - Intradermorreacéo de Montenegro

Inoculou-se 0,1ml do antigeno* (Centro de ProdugéioPesquisa de
Imunobioldgicos — CPPI, Piraguara, Parana, Brgsi) via intradérmica na face
anterior do antebraco esquerdo, a 3 cm da pregtaktoram consideradas positivas
as reacgfes com papulas iguais ou superiores a B5(@LIVEIRA et al., 1995;
SANTOS etal., 2005). A leitura da enduracéo foi realizada pdeeneiro treinado do
Servico de Dermatologia do HUB, 48 horas ap0s agéio do antigeno.

3.7.2 — Exame histopatoldgico

Apo6s antisepsia local, foi aplicado anestésicocaina a 2%. A incisdo foi feita
na borda da lesdo com “punch” de 4 (quatro) mnra@niento foi colocado em solucéo
de formol a 10%, em quantidade aproximadamenteez@svmaior que o volume do
fragmento. No exame histopatologico, a lamina foada pela hematoxilina-eosina e
pelo método May Grunwald-Giemsa (STOLF at, 1993), sendo o teste positivo
guando constatada a presenca de formas amastgjuotaseio a quadro inflamatoério

tecidual especifico.

3.7.3 - Pesquisa direta de formas amastigotas enmiéna

Apos identificacdo de cada paciente em 2 lamioasagmento biopsiado foi
pressionado contra a lamina de vidro em 6 pontiesedites por lamina. Seguiu-se a
fixacdo com metanol e coloracdo com Giemsa por 8tutes (ASHFORD, 2000;
IKEDA-GARCIA E FEITOSA, 2006). Depois, procedeu-adavagem e secagem. As
laminas foram observadas em microscopio 6ptico lgetiva de 40 e 100x. Em caso de
encontro de formas amastigotas intracelulares,amexera considerado positivo. Este

método é comumente chamado de “esfregaco” no rlieioa

* O antigeno é composto pdr. (L.) amazonensig¢Cepa referéncia OMS MHOM/BR/73/PH8) em
concentracao de 4@/ml de nitrogénio protéico, 0.005g/ml de fenoD@®8g/ml de cloreto de sédio e
agua destilada g.s.p. 1ml. 20



3.7.4 - Cultura do aspirado de leséo

Realizou-se aspiracdo na borda da lesdo (lochidgeaia) com seringa contendo
300 uL de solucéo fisiologica estéril e antibidtico (genicina a 0,2%). O aspirado foi
dividido em 2 tubos com meio NNN (150 em cada) seguindo orientacdes de
ROMERO etal., 2002. As tampas foram previamente limpas com gaakeool 70%.
Os tubos foram conservados em estufa 24-26°C eeriaiaobservado ao microscopio
invertido (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) diareate, até 30 dias. A positividade era

dada pelo encontro de formas promastigotas no meio.

3.7.5 - Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI

Este método baseia-se na reacdo de anticorpapaltgG contra leishmanias
fixadas em lamina (MHOM/BR/PH8 de(L.) amazonens)s presentes no soro diluido
1:20 (triagem), 1:40, 1:80 e, conforme necessidade,diluicbes superiores. Numa
etapa posterior, essa reacao foi evidenciada geagalécdo de conjugado fluorescente
que permite a visualizacdo em microscopio de lut @ailtra-violeta, no comprimento
de onda de 490nm, segundo Chiari, 1973. S0 coad@e reagentes as amostras que
apresentaram fluorescéncia amarelo-esverdeada eeagentes aquelas que néo
apresentaram fluorescéncia ou os parasitos mastsgaavermelhados. O resultado foi
expresso em titulo de diluicdo, sendo considerpdsisivas na diluicdo 1:40 em diante.

O conjugado aqui utilizado € um anti-IgG humaneaado com isotiocianato de
fluoresceina, produzido pela Fundagdo Oswaldo €r&E#tOCRUZ (Bio-manguinhos,
Rio de Janeiro, Brasil), pré-diluido 1:150 em satude Azul de Evans a 0,1%.

A leitura da imunofluorescéncia foi realizada etoficroscopio com lampada
tipo HB200 e filtro BG12 (Axiolab RE, Carl Zeissgtingen, Alemanha).
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3.8 — Testes propostos (ELISA exo-Ag, IFD) e identificggio das espécies de
Leishmania
3.8.1 - ELISA com exo-antigenos (ELISA exo-AQ)

O kit para teste de ELISA exo-Ag é constituido: por

* Microplaca com pocos revestidos com exo-Antigemokaishamania cutanea: 1
microplaca cada uma contendo 12 tiras quebravems&pocos recobertas com
exo-Antigenos de Leishamania cutanea. Cada plaogpécotada em uma bolsa
de aluminio que contém duas bolsas de polietileno @essecante gel silica.

* Conjugado Enziméatico IgG Concentrado 100x: 1 frasmo 0,2 mL que contém
conjugado anti-humano IgG marcado com a enzimaxjE®e rabano em
tampdao protéico basico (Soro Albumina Bovina a 58) p azida sodica a
0.09% como preservante. Dilua o conjugado 1:100 odmmpéao de lavagem
antes do uso.

e« Cromogeno TMB 20x: 1 frasco que contéem 1,5 mL dap&o substrato
(peroxido de hidrogénio) e cromogeno (3,3',5,5fametilbenzidina) e azida de
sodio a 0.09% como preservante.

» Solucdo de Lavagem Concentrada PBS/Tween 20x:stdrgue contém 110
mL de solucédo tampéo salino - PBS 20 vezes coramintem detergente nao
ibnico Tween 20 e azida sodica a 0.09% como prastsy

e Tampéo do Substrato: 1 frasco que contém 24 mlolled@ de peroxido de
hidrogénio (H202) a 0,5% diluido em tampé&o fosfatmto 0,1% em azida de
sédio a 0.09% como preservante.

* Solucéo Bloqueadora: 1 frasco que contém 12 mlci® &ulfarico a 10,7%.

3.8.1.1 - Principio do teste

O teste consistiu em um método imunoenzimatictasle solida. Exo-antigenos
da forma promastigota de mexicanaforam solubilizados e aderidos a fase sélida da
placa de ELISA. Estes antigenos ligaram-se a aptisoespecificos da amostra dos
pacientes. Um conjugado anti-lgG humano foi acrgsck ao teste para aderir a reacao
antigeno-anticorpo. A reacdo foi revelada por urbssato cromdgeno. Uma vez
presente o anticorpo contra a leishmania, a redgaevidenciada por meio da
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coloracao desenvolvida pela ligagdo conjugado/satiostA intensidade da reacgao foi
proporcional a quantidade de anticorpos presergdida em espectrofotdmetro.

Para as reacfes de ELISA foi empregado kit produgomente para pesquisa,
desenvolvido pelo laboratorio Cellabs, Australiaev® ser ressaltado que este
laboratério trabalha com diagndsticos de doencagigemciadas, basicamente as

infecto-parasitarias, que possuem maior prevalérasgraises em desenvolvimento.

3.8.1.2- Metodologia do teste
* Soros dos pacientes e o0s controles positivo e inegaram diluidos 1:200 com
a solucédo de lavagem e pipetados em placa de Epi®Aensibilizada com

antigenos secretor, excretor e metabdlico provesseatel.. mexicana

Seguiu-se incubacéo por 60 minutos em camara umida;

Apoés lavagem com PBS + Tween 20 a 0,05% por 4 ydpesadicionado

conjugado anti-lgG humano (diluido 1:100 em solud@davagem);

A placa foi novamente incubada por 30 minutos PgtFatura ambiente;

Nova lavagem com PBS-Tween por 4 vezes;

Foi adicionado 1mL do substrato-cromégeno (TMBY-gituido no tampao

substrato, e a placa imediatamente coberta con alapeinio;

Apo6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiéfteuL da solucédo de

parada (HSQy) foi adicionada a cada poco;

A reacéo foi evidenciada em leitor de ELISA (Spmuiax Plus, Molecular
Devices, CA, USA), com filtro de absorbancia de/820 ou 450/650.

3.8.2 - Imunofluorescéncia Direta (IFD)
O kit para realizacao da IFD possui:

* Reagente 1: conjugado IgG concentrado 1:50. 1dresm 1,25 mL que contém
solucdo de conjugado IgG ahgishmania marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC).

* Reagente de montagem: 1 frasco que contém 2,5 nsoldedo de glicerina e

azul de Evans, em meio alcalino.
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3.8.2.1 - Principio do teste

O teste de imunofluorescéncia direta é empregadeesquisa de antigenos em

células por meio de anticorpo especifico marcado f@oorocromo (conjugado). O

conjugado se fixa ao antigeno, formando um imun@bexo estavel. O anticorpo nao

ligado é removido por lavagens e o preparado éreéde em microscopio de

fluorescéncia (Figura 4).

Na reacdo de IFD foram utilizados kits que cont&nfrasco com anticorpo

policlonal marcado com fluorocromo, 1 frasco deuillgp de reacdo e 1 frasco de

tampao para diluicdo do anticorpo.

3.8.2.2 - Metodologia do teste

A amostra de tecido cutaneo foi retirado da les@patiente por procedimento
cirdrgico (bidpsia), com auxilio de “punch” de 4mm,;

O fragmento cutaneo foi comprimido contra laminaideo com auxilio de uma
pin¢a, sendo realizadas 6 compressées por lan#raminas por paciente;
Apds secagem, as laminas foram fixadas com acetorizanho de gelo, durante
20 segundos e realizada nova secagem de formahatur

As laminas foram guardadas envoltas por papel aloma temperatura de -
30°C, aguardando confirmacéo do diagndstico de dld Aespectivo paciente;
Apo6s confirmacéo da LTA, as laminas foram descautps;

Foram adicionados 2AL do anticorpo diluido 1:20 sobre caitaprint das 2
laminas;

Seguiu-se incubacéao por 30 minutos a 37°C;

Apos lavagem com solucao fisioldgica e secagenamiénk, foi adicionado uma
gota do liquido de montagem e coberta com laminula;

A leitura da reacdo foi realizada em microscopio ideinofluorescéncia
(Axiolab RE, Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha), ebjetiva de 40x, tendo sido
observados 20 campos em cada um dos 6 impringtizeytdo 120 campos por

[amina.
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Figura 4 — Técnica de imunofluorescéncia direta para pesqdésdeishmania em
lamina em 4 momentos. A: Kit “Leishmania cel”; Bnipdo e conjugado policlonal
produzidos e enviados gentilmente pela empresali3efara este estudo; C: acetona
em banho de gelo para fixacdo das laminas coletpdasidpsia do paciente; D:
laminas com émprints de tecido de lesao cutadnea apoés incubacao e proata leitura
ao microscopio de fluorescéncia.

3.8.3 — Conflito de interesses

O conflito de interesses foi previsto neste projetgoor isso, a orientadora,
Profa. Dra. Raimunda Nonata, solicitou a empredaliZdocumento (ANEXO 3) no
qual a mesma afirma ndo possuir conflito de insm®scom o referido projeto,
independente dos resultados que o0 mesmo possabieia
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3.8.4 - Reacéo da polimerase em cadeia e analisgpdémorfismo de fragmentos de
DNA (PCR-RFLP)
3.8.4.1 - Principio do teste

Sequéncias de DNAfimerg complementares as regiées conservadas presentes
no k-DNA (cinetoplasto) do parasito se ligam e posm a amplificacdo dessas
regibes em aparelhos termocicladores, na presengaadentes especificos. O produto
dessa amplificacdo em numero e tamanho revelauodgraolimorfismo do DNA, que é
caracteristico de determinadas espécies ou sulbgérmssibilitando a classificacao
taxonbmica da espécie, ou, neste caso, do subgéierparasito causador da
leishmaniose.

Para cada paciente no qual foi realizada biopsteedeu-se a coleta da amostra
do tecido cutaneo da lesdo. Este foi pressionadtracapel de filtro em 3 pontos

diferentes e, apdés secagem, foi acondicionado ewiae e guardado sob refrigeracéo.

3.8.4.2 - Metodologia do teste
A técnica segue conforme indicado por VOLPINI, at, 2004, com
modificacdes:
» Extracdo de DNA total dos isolados de leishmania:
As amostras em papel de filtro foram recortadas b@turi e colocadas com
auxilio do mesmo instrumento em frasco eppend@Vipmente identificado.
Em seguida, o material nucléico foi extraido da stnao utilizando 30
microlitros de agua estéril (injecédo), agitacdoagrarelho tipo vortex e posterior
aguecimento a 96°C por 10 minutos.
* Obtencéo de fragmentos parciais de DNA via reagéd3CR:
Foram utilizados oligonucleotideos para amplifiaarregides conservadas dos
minicirculos de kDNA dé.eishmaniasendo esperado a obtencdo de fragmentos
de 120 pb parh. (V.) braziliensiee 116 pb para. (L.) amazonensiSequéncias
dos oligonucleotideos: oligo 150: 5° GGG(G/T)AGGGGLICT(C/G)CGAA
3" e oligo 152: 5’ (C/G)(C/G)(C/G)(AIT)CTAT(A/IT)TTRACCAACCCC 3
(PASSOSet al., 1996). As reagbes de PCR ocorreram em termocicldixz
Thermal Cycler, Thermo Fisher Cientific, MA, USAAs reacdes foram
realizadas com 1uM de cada oligonucleotideo, 20@eMdNTPs, incluindo
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dUTP e 0,5 U ddaqg DNA polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasiimg#o
(10uM tris-HCI pH 8,6, 50uM KCI, 1,5uM Mg@l e 5uL do extraido (DNA)
em um volume final de 23ul por tubo;

* Revelacao da PCR:

O volume de 5 pL do amplificado foi misturado a2 e tampé&o de corrida
contendo corante xileno-cianol e aplicado em gelgarose 2%, imerso em
tampdo TBE 1x. Para balizamento, utilizou-se marcat® peso molecular de
100pb na concentracdo 1pg/pL (Invitrogen, Sao RaBlasil). A corrida
eletroforética teve como parametros: tempo de 9uitos, 90 V e 400 mAmp. O
gel foi visualizado em fotodocumentador com luz (BC3 Imaging System,
UVP, CA, USA).

* As amostras cuja revelacdo da PCR forneceram \pdailie, foram digeridas,
utiizando enzimaHAE Il (Biolabs, NE, USA), utilizando 5 pL do matdria
amplificado, durante a noite a 37°C. As amostraseyidenciaram bandas fracas
na PCR foram amplificadas novamente, porém comnmwlmaior (7 puL) do
extraido do papel de filtro. Aquelas que mostraesammento na intensidade das
bandas, foram consideradas positivas e amiconsdigeridos pela enzima de
restrigao.

* Seguiu-se a andlise dos fragmentos por meio da#da RFLP em comparacao
com amostras controle e com marcadores de pesautasleapos clivagem dos
fragmentos obtidos via PCR por digestdo com endease de restricdo. A
analise foi precedida pela separacdo das bandagl@woforese em gel de
poliacrilamida corada por nitrato de prata.

Os testes de PCR-RFLP foram realizados no Labavatdultiusuario de
Biologia Molecular do Departamento de Clinica Médita Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Universidade de S&o Paulo), sodnta¢do da Profa. Dra. Ana Maria

Ferreira Roselino.
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3.9 — Amostras para determinacao da especificidade

3.9.1 — Amostras de pacientes aparentemente sadeéosem LTA

Como controles negativos para ELISA exo-Ag foratiizados soros de 80
individuos que ndo possuiam histéria clinica dshleianiose, que ndo estiveram em
regido endémica ou rural por, pelo menos, 24 mastsiores a coleta da amostra e,

aparentemente, sadios.

Para a IFD, foram empregadas laminas de 55 pasientgendo impregnacoes
(6 por lamina) de fragmento de lesdo cutanea detipor bidpsia de pacientes cuja
hipotese diagnostico ndo foi LTA. O descarte dadteipe de LTA se deu perante a

analise de dados clinicos, epidemiolégicos e/oor&briais.

3.9.2 — Amostras de pacientes portadores de outrdeencas

A reatividade cruzada entre leishmaniose e dodagahagas ao teste de ELISA
exo-Ag foi posta a prova frente a amostras de ptesechagasicos (n = 24), além de
uma amostra como controle negativo. Os soros fashtidos junto ao Laboratério
Multidisciplinar de Doenca de Chagas da FM/UnB . tiy@ente cedidos pelo Prof. Dr.
Antbnio Teixeira. O quadro clinico da doencga de dgalsafoi confirmado por exames
clinicos e laboratoriais (RIFI e PCR) e todas assdiras eram provenientes de pacientes
em fase cronica da moléstia.

Testou-se também o kit de ELISA exo-Ag em amostepacientes portadores
de pénfigo folidceo (n = 13), uma vez que a doéncaracterizada por um desequilibrio
do sistema imunoldgico, além da especulacdo aixideenate sobre a origem infecciosa,
ndo comprovada até o momento. Os soros foram @btidopacientes atendidos no
Ambulatério de Dermatologia/HUB com diagndstico fimnado pela historia, exames
clinicos e histopatoldgico,.

O kit de ELISA com exo-Ag foi testado com sorospdeientes sabidamente
portadores de doengas reumaticas (n = 33), tai® ¢tdpus eritematoso sistémico, gota
e reumatismos diversos. Além da doenca em si, go@idmetro verificado para
inclusédo da amostra nesta etapa foi a presencadigviglade em pelo menos um dos
testes para marcadores reuméaticos, como anti-tsisapa O (ASO), proteina C reativa
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(PCR) e fator reumatdide (FR). As amostras foranthidas de pacientes do
Ambulatério de Reumatologia do Hospital de ForcareAé de Brasilia, apos
esclarecimentos sobre o objetivo do trabalho, sleguida assinatura do termo de
consentimento pelo paciente.

Foram colhidos também soros de pacientes portadtramal de Hansen na
forma virchowiana (n = 9) para submissdo ao testeespecificidade do ensaio
imunoenzimatico com exo-Ag. Cada paciente, atersdidm Ambulatorio de
Dermatologia/HUB, foi diagnosticado com base entérdads clinicos e pelos métodos
de rotina (baciloscopia em material linfatico eragrahistopatoldgico).

Ainda visando andlise da especificidade do ELISA-Ag, foram utilizados
soros de pacientes com micoses profundas (n = &jdidios no Ambulatério de
Dermatologia/HUB, cujo diagnostico deu-se em funci&o critérios clinicos e por
métodos de diagndstico laboratorial (cultura ounexalireto). Por fim, soros com
reacdo VDRL Yeneral Disease Research in Laborajoppsitiva na diluicdo minima
1:8 (n = 16), obtidos no Laboratorio de AnaliseBiiChs do Hospital de Forca Aérea de

Brasilia, foram testados pelo ELISA exo-Ag també&radins de especificidade.

3.10 — Andlise estatistica

Os indicadores de validade previstos para estudonfealculados. A obtencao
dos valores da sensibilidade e da especificidadteste de ELISA exo-Ag e da IFD
seguiu a matriz para célculo de indicadores pategesoroldgicos (GUIMARAES et
al., 1987) (Tabela 1).

Tabela 1 —Matriz para célculo dos indicadores para as readéeELISA com exo-
antigenos e de Imunofluorescéncia Direta em porézdie LTA

TESTE PACIENTES COM LTA PACIENTES SADIOS OU TOTAL
PORTADOR DE OUTRA
PATOLOGIA
Reagente a c a+c
N&o reagente b d b+d
TOTAL a+b c+d atb+c+d
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Foi considerada sensibilidade estimada de 95%c#isjade estimada de 95%,
nivel de confianca de 95% e precisdo de 4% (ELIS&Aqg) e 6% (IFD), a partir do

namero de pacientes obtidos para consecucao daisého.

As sensibilidades (S) da ELISA exo-Ag e da IFD fordadas pelos nimeros de
amostras reagentes dentro da totalidade das asyasediante equagao: S = a/a + b.

As especificidades (E) dos métodos em estudo faraltuladas quando da
submissdo de amostras de pacientes sadios e tardbéamostras de pacientes
portadores de doencas diversas ao teste propasite (caso, somente ao ELISA exo-
Ag), por meio da equacado: E = d/c+d. Para o caldal@specificidade do método de
IFD, foram realizados testes em laminas de paderae lesdao cutanea, porém, com

hipotese diagndstica ndo LTA.

A acuracia (A) € a proporcdo de testes verdadeiremeositivos e
verdadeiramente negativos em relacdo a totalidadeasultados. Para cada um dos 2
testes propostos foram calculadas suas respedimamcias, utilizando para tal a

equacdo: A=a+d/la+b+c+d.

Foram calculadas também as prevaléncias intergataem de determinar os
limites entre os quais s&o admitidas as frequéneiedadeiras da amostra contida, com
95% de confianca. Com este intuito, utilizou-seedaacdo de prevaléncia intervalar: P
+ 1,96 VP(1-P)/n, onde P depende da sensibilidade e n depéa quantidade de

pacientes incluidos.

Os valores preditivos positivo e negativo para cadados testes propostos
foram calculados. Para o valor preditivo positii@m,empregada a equacédo a/a + c. O

calculo do valor preditivo negativo deu-se por nmaacequacgao d/b + d.

Os demais testes de rotina e a PCR também tivenaais sespectivas
sensibilidades calculadas de acordo com a pogtigidlos mesmos frente a totalidade
de amostras avaliadas. Foram empregadas, portentogsmas equacdes para calculo

de S e E e seus respectivos intervalos.
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3.11 Mensuracgéo dos custos de cada técnica e avgdia do custo-beneficio

O custo de cada método de rotina para a LTA falizedo com base em dados
tangiveis, obtidos em pesquisa de mercado, cotaéesdocumentos fiscais com data
de validade inferior a 1 ano.

Foram considerados valores unitarios dos insunospitalares utilizados na
coleta de amostras, tais como seringas, agulhass fuvacuo, laminas de vidro, pote de
plastico e solucédo de formol. Na confeccéo dos esawutros itens foram precificados,
tais como: meio de cultura, reagentes para imuoaicéncia indireta, corantes e
solugdes fixadoras.

Ao final, os precos das duas técnicas propostasnf@aomparados com aqueles
referentes aos métodos de rotina. A comparacaoetdizada de forma separada e

conjunta a fim de permitir melhor discussao e a¢dlo da relacdo custo-beneficio.
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RESULTADOS

32



IV - RESULTADOS

O periodo de acompanhamento junto ao Ambulat@ibermatologia do HUB,
inicialmente previsto para 24 meses, foi esteng@@ 36 meses. A justificativa foi o
incremento no nimero de pacientes portadores ded @@ outras doencas e, portanto,
aumento no numero de amostras obtidas a fim deraane precisao dos resultados.

Os dados clinicos e epidemioldgicos de cada pacferam reunidos em Ficha
de Atendimento de Pacientes (ANEXO 2), a qual, r@lona das vezes, teve 0
preenchimento completado apos atendimento do pacienediante pesquisa em
prontuario respectivo. Desta forma, na falta deralgs informacdes foi anotado “N&o
Informado (NI)” ou quando o prontuério ndo foradlizado anotou-se “Prontuario Nao

Encontrado (PNE)” nos campos especificos.

4.1 — Dados gerais dos pacientes incluidos

Ao todo, 106 pacientes foram incluidos no trabadips confirmacdo do
diagndstico da LTA por critérios clinicos, epidetagicos e laboratoriais.

Contudo, as amostras colhidas ndo correspondetal@ade dos mesmos. Em 4
pacientes o soro ndo foi obtido e, por conseguiné® puderam ser incluidos na
realizacdo do teste de ELISA proposto. Trinta érquaacientes nao tiverairmprints
em laminas de vidro coletados para a realizacaé&daQuarenta e trés pacientes nao
tiveramimprint em papel de filtro coletados, visando a consecdedeCR.

Quanto ao numero de pacientes para satisfacéeattves de graus de confianca
e de precisdo, tanto para o ELISA exo-Ag como mardeD, foram atingidas as
quantidades minimas de pacientes:

* ELISA exo-Ag: sensibilidade (n = 98) e especifidddn = 80).
» IFD: sensibilidade: (n = 72) e especificidade (513.

4.2 — Dados epidemioldgicos dos 106 pacientes podidees de LTA
Quanto aos dados epidemiolégicos, observou-seoprigib de pacientes do
sexo masculino; procedentes do préprio DF; de fei#da dos 21 aos 30 anos de idade;

e com ocupacao relacionada ao trabalho rural. Catar a atencédo para a tabulacéao
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das idades em faixas etarias a fim de estratifisapacientes em grupos 0s quais

permitem melhor andlise social e epidemioldgicandoada discussao.

Os dados aqui citados estdo expostos na Figura Tabelas 2, 3 e 4,

respectivamente. Para 0 aspecto procedéncia, eoogide o local onde o paciente

declarou residéncia.

B Masculino O Femining

Figura 5 — Resultado quanto ao sexo dos 106 pacientes poetader LTA, atendidos
no HUB no periodo de agosto de 2007 a julho de 20b8luidos no presente trabalho.

Tabela 2 —Resultado quanto a faixa etaria dos 106 pacientesmgores de LTA
atendidos no HUB no periodo entre agosto de 20fitha de 2010 e incluidos no

presente trabalho

Faixa etaria N° %

Até 10 anos 5 4,7
11-20 8 7,5
21-30 22 20,8
31-40 17 16
41-50 20 18,9
51-60 19 17,9

Acima de 60 anos 15 14,2

Total 106 100
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Tabela 3 — Resultado quanto a ocupacdo dos 106 pacientesdpmtade LTA
atendidos no HUB no periodo entre agosto de 20{itha de 2010 e incluidos no
presente trabalho

Ocupacao N©° %
N&o relacionadas a atividade no campo 24 22,6
Relacionada a atividade no campo 52 49,1

(Lavrador/Professor*/Bidlogo*/Técnico
agropecuario)

Aposentados/desempregados/invalidos 14 13,2
NI 16 15,1
Total 106 100

*Nestes casos, 0s pacientes relataram trabalhavezampo.
NI: N&o Informado.

Tabela 4 —Resultado quanto a procedéncia (enderec¢o de reg@ji@os 106 pacientes
portadores de LTA atendidos no HUB no periodo eag@sto de 2007 a julho de 2010
e incluidos no presente trabalho

Procedéncia N©° %
Distrito Federal 74 69,8
Goias 19 17,9
Mato Grosso 3 2,8

Bahia 2 1,9
Outros estados 3 2,8

NI 5 4,7

Total 106 100

NI: Nao Informado.

A Figura 5 evidencia o predominio de pacientesexo snasculino, cujo nimero
relativo é de 67% contra 33% de pacientes do sexinfno. Nota-se, apds analise da
Tabela 2, que a faixa etaria mais acometida € aquet vai de 21 aos 30 anos, com
quase 21% dos pacientes incluidos neste trababdmsé necessario registrar que 6
(5,7%) pacientes eram criancas, com idades quaraaride 3 a 11 anos de idade. O
paciente mais velho incluido no trabalho proposto possuia a8®s quando do
atendimento.

Outro dado importante € mostrado na Tabela 3, &®l€49,1%) pacientes
relataram ocupacgéo relacionada a atividade no camgcomo lavradores, técnicos

agropecuarios, bidlogos e professores universgdyice realizavam trabalho em area
rural.
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A maioria dos pacientes (69,8%) relatou residénoidistrito Federal, seguido
de Goias e demais estados, conforme Tabela 4. Pocéaise que quando o parametro
€ o local de provavel contagio (relatado pelosgrdes), o Estado de Goias apresenta o
maior numero de casos, seguido pelo DF, Bahia ed@erais (Tabela 5). Dentre os
“Outros estados” na mesma tabela, quanto ao loeaprdvavel contdgio, temos

Rondénia, Acre, Tocantins, Amazonas, Amapa e Para.

Tabela 5 —Resultado quanto ao local de provavel contagiofocore relato dos 106
pacientes portadores de LTA atendidos no HUB nimderentre agosto de 2007 a julho
de 2010 e incluidos no presente trabalho

Local de provavel contagio N©° %
Goias 30 28,3
Distrito Federal 16 15,1
Bahia 11 10,4
Minas Gerais 11 10,4

Mato Grosso 7 6,6
Maranhéao 4 3,8
Outros estados 10 9,4

NI 17 16,0

Total 106 100

NI: Nao informado.

No intuito de verificar de forma mais detalhaddazsis de provavel infeccéo,
tanto no DF quanto a regido do Entorno, foram nuagaas Figuras 6 e 7,
respectivamente, as quais mostram os casos de bfAopal de provavel contagio

relatado pelos pacientes.
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" 530 Sebastdo i
J Santa Mana

D.

Figura 6 —Distribuicdo, por regido administrativa de provasahtagio, de 16 pacientes
portadores de LTA, procedentes do DF, atendido#ldB, no periodo de agosto de
2007 a julho de 201(Fonte: SEPLAN-DFgcom adaptacoes).

Aguas Lindas
de Goidas

Corumba ¢

Santo Antonio
do Descoberto

L ]
Cristalina
3

Figura 7 —Distribuicao, por cidade de provavel contagio, Gg&cientes portadores de
LTA, procedentes do Entorno do DF e atendidos n8Hid periodo de agosto de 2007
a julho de 201@Fonte: SEPLAN-DFcom adaptacogs
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4.3 — Dados clinicos dos 106 pacientes portadoresIdTA

As Tabelas de 6 a 11 apresentam os dados climtemdos e dizem respeito as
formas da LTA e as varidveis de manifestacdo (tertipo, localizacdo e numero de
lesdes).

Tabela 6 —Resultado quanto a forma clinica da LTA em 106 guages atendidos no
Ambulatorio do HUB, no periodo entre agosto de 28Q#ho de 2010

Forma clinica N° %
Cutanea 90 84,9
Mucosa 16 15,1

Total 106 100

Tabela 7 —Resultado quanto ao relato da ocorréncia da las@nea, se pela primeira
vez ou se recidiva, em 106 pacientes portadoresl de atendidos no Ambulatério do
HUB, no periodo entre agosto de 2007 a julho d&®201

Situacdo da LTA N° %
Primeira vez 88 83,0
Recidiva 12 11,0
NI 6 5,7
Total 106 100

NI: Nao informado.

Tabela 8 —Resultado quanto ao niumero de lesdes por pacienmtel06 pacientes
portadores de LTA, atendidos no Ambulatério do HWB, periodo entre agosto de
2007 a julho de 2010

Quantidade de lesbes por paciente Ne° %
Unica 75 70,8
2-4 24 22,6

5-9 2 1,9
10 ou mais 1 0,9

NI 4 3,8

Total 106 100

NI: Nao informado.
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Tabela 9 —Resultado quanto a localizacdo das lesfes, poermgaciem 106 pacientes
portadores de LTA, atendidos no Ambulatério do HWB, periodo entre agosto de
2007 a julho de 2010

Localizacdo das lesdes N° %
Cabeca e pescoco 23 21,7
Membros superiores 27 25,5
Membros inferiores 35 33,0
Tronco (térax, costas, abdomen etc...) 7 6,6
Mais de um local 10 9,4
NI 4 3,8
Total 106 100

NI: Ndo informado.

Tabela 10 —Resultado quanto ao tempo da(s) lesdo(6es) em d€lénpes portadores
de LTA atendidos no Ambulatério do HUB, no periadtre agosto de 2007 a julho de
2010

Tempo da leséo N° %
<1més 3 2,8
1 -3 meses 47 44,3
4 — 6 meses 23 21,7
7 — 12 meses 8 7,5
> 12 meses 12 11,3
NI 13 12,3
Total 106 100

NI: Ndo informado.

Tabela 11 —Resultado quanto ao tipo da(s) lesdo(6es) em 1€iérpas portadores de
LTA atendidos no Ambulatério do HUB, no periodorerdigosto de 2007 a julho de
2010

Tipo de leséo N° %
Ulcera 73 68,9
Infiltracao 9 8,5
Papula 8 7,5
Verrucosidade 3 2,8
Associacao de lesdes 7 6,6
Outras (perfuracéo, cicatriz e eritema) 3 2,8
NI 3 2,8
Total 106 100

NI: Ndo informado.
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4.4— Exames de rotina para o diagnostico da LTA

Os resultados e a sensibilidade de cada métodotiua para diagnéstico da
LTA constam na Tabela 12. Em relacdo as técnicasipalogicas, a pesquisa direta de
amastigotas em lamina demonstrou positividade en{58(b%) e a cultura em 48
(49,5%) amostras. A IRM exibiu a maior sensibilidadnde 90,7% dos pacientes
mostraram reatividade acima das medidas 5 x 5 ciRIFA outra técnica diagndstica

imunologica, obteve sensibilidade de 78,2%.

Tabela 12 —Resultados das sensibilidades dos testes paraddiegnem amostras de
pacientes portadores de leishmaniose tegumentaricame atendidos no Hospital
Universitario de Brasilia, no periodo de agost@@@7 a julho de 2010

RESULTADO Cultura Pesquisa direta RIFI IRM Exame
Histopatoldgico
Positivo (sensibilidade %)  48(49,5%) 50 (50,5%) 72 (78,2%) 78 (90,7%) 22 (22%)
Negativo 49 49 20 8 78

NR: exame néo realizado. RIFI: Reag&o de Imunofluéresa Indireta. IRM: Intradermorreacéo de Montenegro

4.5 — Sorologia para doenca de Chagas em amostras 802 pacientes portadores
de LTA

Como relatado anteriormente, por motivos diverads, foi possivel obter soro
de todos os pacientes. Desta forma, foram testatiggotas provenientes de 102
pacientes, uma vez que 4 pacientes foram excldi@osalizacdo do ELISA exo-Ag por
nao terem sido obtidos 0s respectivos soros.

Os resultados estdo dispostos na Tabela 13. Am@steas reativas nesta
sorologia foram excluidas para o teste imunoenzbmfitroposto por nao satisfazerem

um dos critérios de inclusao.

Tabela 13 —Resultado da sorologia para doenca de Chagas deddi@ntes com
diagnédstico de LTA, atendidos no Ambulatério de riatologia/HUB no periodo de
agosto de 2007 a julho de 2010

Resultado N° %
Reagente 4 3,9
N&o reagente 98 96,1

Total 102 100
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4.6 — ELISA exo-Ag em amostras de 98 pacientes padores de LTA

Quando, enfim, todos os critérios de inclusdonfosatisfeitos e o paciente teve
confirmacdo de portador de LTA, foi realizado otdede ELISA cujos antigenos
empregados eram derivados de cultura Ldemexicana (Cellabs, Australia). Os

resultados das 98 amostras testadas estdo reldasona Tabela 14.

Tabela 14 —Resultado do ELISA utilizando exo-antigenod.denexicanaem soros de
98 pacientes portadores de LTA, atendidos no Andwikade Dermatologia/HUB no
periodo de agosto de 2007 a julho de 2010

Resultado Ne° Sensibilidade %
IC 95%
Reagente 89 90,8 £ 5,72
N&o reagente 9 9,2
Total o8 100

4.7 Especificidades e acuracia do teste de ELISA@Ag
4.7.1 ELISA exo-Ag em amostras de 80 individuos apmtemente sadios e néo
portadores de LTA e os respectivos valores preditds

A Tabela 15 apresenta os resultados referentésste de ELISA com exo-Ag
frente a amostras de soro de 80 pacientes apammtereadios e ndo portadores de
LTA.

Tabela 15 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em soros8@eacientes
aparentemente sadios e ndo portadores de LTA

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 7 91,3+6,2
N&o reagente 73
Total 80

Com os resultados do desempenho do ELISA exo-Atp teom as amostras de
pacientes portadores de LTA como as amostras denpee aparentemente sadios,
foram obtidos os valores preditivos positivo e tiegaO valor preditivo positivo foi de

92,7% e o valor preditivo negativo foi de 89%.
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4.7.2 ELISA exo-Ag em amostras de 24 pacientes padores de doenca de Chagas
Como resultado, obteve-se especificidade de 66,@afd o ELISA exo-Ag,
havendo reacdo acima dot-offem 8 das 24 amostras (Tabela 16). O controle imegat

apresentou absorbancia abaixo do limite de pas#de, validando a reacéo.

Tabela 16 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em amostea4 pacientes
6portadores de doenca de Chagas, confirmada périasiclinicos e por RIFI e PCR

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 8 66,7 £ 18,8%
N&o reagente 16
Total 24

4.7.3 ELISA exo-Ag em amostras de 33 pacientes padores de doencas
reumaticas
Foram obtidas 33 amostras e houve positividadeEIBA exo-Ag em 13,

denotando especificidade geral de 42,4% (Tabela 17)

Tabela 17 —Resultados do teste de ELISA utilizando exo-Ag enmosiras de 33
pacientes portadores de doencgas reumaticas

Marcador reumatico Resultado N° de Especificidade (%)
alterado amostras

ASO Reagente 3 42,4 +16,9
N&o reagente 3
PCR Reagente 6
N&o reagente 7
FR Reagente 4
N&o reagente 4

Total 33

ASO: antiestreptolisina O; PCR: proteina C reatihR; fator reumatoide.

4.7.4 ELISA exo-Ag em amostras 13 de pacientes padores de pénfigo foliaceo
sulamericano

A Tabela 18 reune os resultados para teste deifisigdace do ELISA exo-Ag
testado com soros de 13 pacientes portadores digpéiolidceo sulamericano.

Inicialmente, os resultados do ELISA com exo-Agafor tabulados considerando
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agueles tratados com corticéides quando da cotetadgue e os nao tratados. Porém,
nao houve diferenca significativa entre os 2 grugaanto aos resultados do teste de

ELISA e os resultados passaram a compor a Tabala h@neira unificada.

Tabela 18 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em amosiegacientes
portadores de pénfigo foliAceo sulamericano comditon por critérios clinicos e por
exame histopatoldgico

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 3 76,9 £ 22,9
N&o reagente 10
Total 13

4.7.5 ELISA exo-Ag em amostras de 8 pacientes podlares de hanseniase
virchowiana

Os resultados desta fase estdo expostos abaiX@beda 19, onde se observou
Gnica amostra reativa. Cabe ressaltar que o numéguo de amostras é creditado a
menor casuistica ocorrida durante os meses de artramento junto ao Ambulatério
de Dermatologia/HUB.

Tabela 19 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em soros3 deacientes
portadores de hanseniase virchowiana confirmada goibérios clinicos e pela
baciloscopia e exame histopatoldgico

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 1 85,7+ 24,2
N&o reagente 7
Total 8

4.7.6 ELISA exo-Ag em amostras de 16 pacientes coeacao VDRL positiva
Constam na Tabela 20 os resultados da reacdo AEXx0-Ag em soros de
pacientes que apresentaram reacdo VDRL positivailnggdo minima 1:8. Foram

observadas 2 reacdes inespecificas na totalidadendstras testadas.
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Tabela 20 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em soro$6dpacientes com
reacao VDRL positiva

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 2 87,5+15,7
N&o reagente 14
Total 16

4.7.7 ELISA exo-Ag em amostras de 9 pacientes podares de micoses profundas

A Tabela 21 expde os resultados da reacdo de EEMAAg em soros de
pacientes portadores de micoses profundas. Quastonieoses, foram incluidas
amostras de pacientes em fase clinica, portaderessgorotricose (n = 6), criptotocose
(n = 1), cromomicose (n = 1) e paracoccidioidoméc@s = 1). Foram observadas 2

reacdes inespecificas nas amostras testadas.

Tabela 21 —Resultado do teste de ELISA com exo-Ag em soro deacientes
portadores de micoses profundas, confirmadas pd@erios clinicos, exames
histopatolégico e laboratoriais

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
Reagente 2 778+27,4
N&o reagente 7
Total 9

O Gréfico 1 demonstra a reacdo de ELISA exo-Agit&eaos grupos de
pacientes portadores de doencas diversas e tambis som reacdo positiva de
VDRL, considerando a faixa de corte (“cut-off’) dg3 (absorbancia) a fim de

estabelecer positividade ou negatividade da amostra
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Gréfico 1 — Resultado da reacdo imunoenzimética empregand@rmeigenos dd..
mexicanaem soros de pacientes portadores de doencas afiversle pacientes com
reacao de VDRL positiva.

4.7.8 Especificidade do teste de ELISA exo-Ag emugpo controle composto por
individuos com outras doencas mais aqueles aparentente sadios

Na Tabela 22 consta a especificidade geral da Ald$0-Ag em um grupo-
controle formado pela soma dos individuos portaldes doencas ndo LTA relatadas
nos itens anteriores mais as amostras proveniglttes80 pacientes aparentemente

sadios.

Tabela 22 - Especificidade do teste de ELISA com exo-Ag em grapntrole
composto por 103 pacientes portadores de outrasicdsemais 80 pacientes
aparentemente sadios e ndo portadores de LTA

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
IC 95%
Reagente 36 80,357
N&o reagente 147
Total 183

IC: intervalo de confianca
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Apés calcular a especificidade deste grupo paeste de ELISA exo-Ag, foram
obtidos os valores preditivos positivo e negateeahdo-se ainda em consideragédo o0s
resultados para sensibilidade deste método. O yabmtitivo positivo foi de 73,5 £
8,8% (n = 96) enquanto que o valor preditivo negatialculado foi de 93,3% + 5,4 (n
= 81).

4.7.9 Acuracia do teste de ELISA exo-Ag

Apés a consecucdo dos testes de ELISA utilizanxim-Ag em soros de
pacientes portadores de LTA e em soros de indigidparentemente sadios, a acuracia
do teste foi calculada, sendo encontrado o val@7c&%.

4.8 — IFD em laminas commprints de fragmento de lesdo cutanea provenientes de
72 pacientes portadores de LTA

Na Tabela 23 estéo os resultados da IFD realiead&minas dos 72 pacientes
incluidos, onde a positividade do método propostrreu em 52 (72,2%) amostras.
Deve-se ressaltar que, quando houve positividadgeekente método proposto em uma
lamina de determinado paciente, também houve actladituorescéncia na segunda

lamina do mesmo paciente, na maioria dos casososs{48 de 52).

Tabela 23 —Resultado da IFD enmprints de fragmentos de les&o cutanea em lamina,
provenientes de 72 pacientes portadores de LTApdates no Ambulatorio de
Dermatologia/HUB no periodo de agosto de 2007hjde 2010

Resultado N° Sensibilidade %
IC 95%
Positivo 52 72,2+10,4
Negativo 20 27,8
Total 72 100

IC: intervalo de confianca

4.9 Especificidade e valores preditivos do teste dleD
As laminas de pacientes cuja hipdtese diagnésicATA foi descartada em
funcdo dos dados clinicos e/ou epidemiolégicos baratoriais, foram testadas pela

metodologia da IFD. A Tabela 24 expde os resultathtisios nesta etapa.
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Tabela 24 —Resultado do teste de IFD em laminas ¢owprint de fragmento de leséo
cutdnea de 55 pacientes ndo portadores de LTA del@aacom critérios clinicos,
epidemiolégicos e/ou laboratoriais

Resultado N° de amostras Especificidade (%)
IC 95%
Reagente 2 96,3 +5,0
N&o reagente 53
Total 55

IC: intervalo de confianca

Diante dos resultados tanto da sensibilidade qudat@specificidade, foram
calculados os valores preditivos positivo e negafpara os testes de IFD. O valor
preditivo positivo foi de 96,3% + 4,3 (n=79), aspa que o valor preditivo negativo foi
de 72,6 £ 10,1(n=75) %.

4.10 Acuracia do teste de IFD

Apoés a consecucao dos testes de IFD em laminasnoprmt de fragmento de
les@o cutanea dos pacientes portadores e dos rnadgres de LTA, a acuracia do teste
foi calculada, sendo encontrado o valor de 82,7%.

4.11 Sensibilidade conjunta dos métodos propostos
A Tabela 25 demonstra a analise dos resultadodedtss propostos naqueles

pacientes em que o ELISA exo-Ag e a IFD foram realos.

Tabela 25 -Numero de testes de ELISA exo-Ag e de IFD positeasggativos em 64
portadores de LTA, atendidos no Ambulatério de Deologia/HUB no periodo de
_agosto de 2007 a julho de 2010

Ambos ELISA exo-Ag IFD positivo Ambos
Doentes Negativos positivo apenas positivos
(n=64) apenas
03 15 02 44
Total 03 17 44
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4.12 — PCR-RFLP a partir de papel de filtro comimprints de fragmento de leséo
cuténea proveniente de 64 pacientes portadores dg A

Conforme protocolo descrito neste trabalho, 64 siras foram testadas pela
PCR. Os resultados estao evidenciados nas Figugas 80. As amostras consideradas
negativas nas primeiras reacoes, foram inseridas@ma PCR, porém, com volumes
acrescidos de 7 microlitros do extraido (Figuradd)nvés de apenas 5 microlitros, por
orientacdo da Profa. Dra. Ana Roselino (FaculdagleMédicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo - USP).

As amostras positivas nas PCR’s foram submetiddigestdo enzimatica pela
HAE Ill e osampliconsdigeridos (ou n&o) foram aplicados em gel de polanida
para visualizacdo (Figuras 12, 13 e 14) a fim daatarizar o subgéneragishmania
ou Viannia conforme padréo de digestdo e migracdo no gel.

LTA

M LA LB A CN

120ph m—)p

Figura 8 — Gel de agarose a 2% com produtos de PCR apés magdid de trecho de
DNA deLeishmania s@ partir de extraido de papel de filtro impregnedm tecido de
lesdo cutanea de pacientes portadores de LTA. &ifMilamarcador de peso molecular
100pb; LA, controle positivol{ amazonens)jsLB, controle positivo l(. braziliensi3;
Amostras de pacientes portadores de LTA (chavejeptes 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14 e 17; CN, controle negativo.
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LTA

M CN LA A

120pbm—p

Figura 9 — Gel de agarose a 2% com produtos de PCR apés magdid de trecho de
DNA deLeishmania s@ partir de extraido de papel de filtro impregnedm tecido de
leséo cutanea de pacientes portadores de LTA. &ifMilamarcador de peso molecular
100pb; CN, controle negativo; LA, controle positilo amazonens)s Amostras de
pacientes portadores de LTA (chave): pacientes 11216, 18, 19, 20, 22, 25, 26, 28,
31, 33, 34, 35, 36, 41, 42, 45, 46, 47, 48, 5256558 e 62.

LTA

M CN LA A

120pb )

Figura 10 —Gel de agarose a 2% com produtos de PCR apoés madié de trecho de
DNA deLeishmania s@ partir de extraido de papel de filtro impregnedm tecido de
leséo cutanea de pacientes portadores de LTA. sifilamarcador de peso molecular
100pb; CN, controle negativo; LB, controle positiita amazonensjs Amostras de
pacientes portadores de LTA (chave): paciente$4367, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
77,79, 80, 81, 83, 84, 93, 94, 95, 98, 99, 10Q, 102, 104, 105 e 106.
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LTA

M LA LB A CN

120pb

Figura 11 —Gel de agarose a 2% com produtos de PCR apoés magdid de trecho de
DNA de Leishmania spa partir de extraido (em volume deulZ) de papel de filtro
impregnado com tecido de lesdo cutanea de pacipotésdores de LTA. Linhas: M,
marcador de peso molecular 100pb; LA, controle tpmsi(L. amazonens)s LB,
controle positivo I(. braziliensi3; Amostras de pacientes portadores de LTA (chave):
pacientes 1, 2, 11, 16, 18, 28, 33, 34, 35, 3648257, 62, 63, 70, 73, 74, 77, 79, 80,
93, 95, 98, 99 e 100; CN, controle negativo.

Apos visualizagédo das Figuras 8, 9, 10 e 11, asties consideradas positivas
foram submetidas a RFLP, por acdo da enzh#dE Ill. Ao todo, 47 amostras
revelaram positividade pela PCR. As Figuras 12184 retratam as digestbes pela

endonuclease de restricao.
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Figura 12 — Gel de poliacrilamida a 10% com produtos de PCRs afigestdo pela
enzimaHAE IlIl. Linhas: M1, marcador de peso molecular 10pb; M&rcador de peso
molecular 50 pb; M3, marcador de peso molecular dfOLTA (chave): produtos de
PCR obtido a partir de extraidos de papel de fittoon imprint de lesdo cutanea
proveniente de pacientes portadores de LTA: pazsedt 8, 9, 10, 12, 13, 14, 17, 19,
20, 22, 25, 26, 31, 41 e 45; LA, cepa de referédeia amazonensisiIHOM/BR/PHS;
LB, cepa de referéncia de. braziliensis MHOM/BR/94/M15176; LD, cepa de
referéncia dé.. donovani

A Figura 12 mostra que todos os pacientes apresemtampliconsdigeridos
pela HAE Illl, evidenciando 2 bandas, uma de 80 e outra @ab4Assim, pode-se
afirmar que trata-se deecishmaniado subgéner&iannia Em contraste, nota-se que o
material genético amplificado a partir de cepaLdemazonensie del. donovanj

usados como controle, ndo apresentou digestadanald a reacao.
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Figura 13 — Gel de poliacrilamida a 10% com produtos de PCRs apgestéo pela
enzimaHAE lll. Linhas: M1, marcador de peso molecular 10pb; Ma&rcador de peso
molecular 50 pb; M3, marcador de peso molecular dfOLTA (chave): produtos de
PCR obtido a partir de extraidos de papel de fittoon imprint de lesdo cutanea
proveniente de pacientes portadores de LTA: pazse#?, 48, 52, 55, 56, 58, 62, 64,
67, 68, 69, 71, 72, 81, 83, 84, 95, 101, 102, 108,e 106; LA, cepa de referéncialde
amazonensis MHOM/BR/PH8; LB, cepa de referéncia dé&. braziliensis
MHOM/BR/94/M15176; LD, cepa de referéncialdedonovani

A analise da Figura 13 revela que 19 das amostna$ifecadas foram digeridas
pela HAE lll, formando 2 bandas, uma de 80 e outra de 4@gto, especifico do
subgénerd/iannia Por outro lado, 1 amostra (nimero 83) nao revelmesmo padrao
de digestéo, o que permite classifica-las comautbgé@&nerd_eishmaniaHa 2 amostras
(62 e 81) cujo padrédo das bandas eletroforéticaspeé@imite classifica-las quanto ao
subgénero, necessitando de repetir ou ainda realigastdo com outra enzima. Os
controles amplificados a partir de cepa ldeamazonensi® de L. donovaninéo

apresentaram digestédo, validando a reacéo.
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Figura 14 — Gel de poliacrilamida a 10% com produtos de PCRs apgestao pela
enzimaHAE lll. Linhas: M1, marcador de peso molecular 10pb; M&cador de peso
molecular 50 pb; M3, marcador de peso molecular @dfOLTA (chave): produtos de
PCR obtidos a partir de amostras extraidas de phpdiltro comimprint de lesdo
cutanea proveniente de pacientes portadores de padentes 16, 33, 36, 57, 63, 70,
77,79, 100, 110, 111 e 112 (os 3 ultimos nao d@st@dnidos neste trabalho); LA, cepa
de referéncia dd.. amazonensisMHOM/BR/PH8; LB, cepa de referéncia de
braziliensisMHOM/BR/94/M15176; LD, cepa de referéncialdedonovani

A Figura 14 refere-se as ultimas amostras positmaa®CR, cujos respectivos
produtos de amplificacdo foram submetidos a acadAla Ill. Observa-se digestéo e
producdo de 2 bandas (80 e 40 pb) em 8 amostras;teastica dd_eishmaniado
subgénerdviannia, ao passo que 1 (paciente 57) ndo apresentou mongadrao de
digestdo. Porém, a existéncia de trés bandas natranieste paciente pode indicar,
provavelmente, um caso de infeccédo [peishmania donovani chagasi

Por fim, as amostras positivas para PCR, apost@digeom enzima de restricdo
e qualificadas quanto ao subgénero, foram cortabidis em numeros absolutos e

relativos (Tabela 26).
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Tabela 26 —-Resultados da caracterizacédo dos subgénerosistenania spor meio da
técnica de PCR-RFLP utilizando a enzimaE IIl em amostras de papel de filtro com
imprint de lesé@o cutanea de 47 pacientes portadores deatéimlidos no Ambulatério
de Dermatologia/HUB, entre agosto de 2007 e jukn@@ILO

Subgéneros NUumero de casos %
Leishmania Viannia 43 91,5
Leishmania Leishmania 01 2,1
Leishmania donovani chagagi 01 2,1
N&o classificado 02 4,2
Total 47 100

* Suspeita. Necessita confirmacéo.

O portador delLeishmania do subgénerolLeishmania (de acordo com o
diagnostico molecular executado) relatou como ldeaprovavel infecgdo o municipio
de Luziania/GO. Os 2 pacientes portadores das iespéuja identificacdo foi
inconclusiva relataram como local de provavel cgiotéa regido administrativa do
Gama/DF e o municipio de Padre Bernardo/GO. O ptieuja amostra demonstra
possivel infeccdo pot. donovani chagasirelatou local de provavel infeccdo o

municipio de Padre Bernardo/GO.

4.13 Analise do resultado da PCR-RFLP em fun¢éo ddsrmas clinicas da LTA
As formas cutdnea e mucosa foram relacionadas comemtificacdo do

subgénero (Tabela 27).

Tabela 27 —Resultado da PCR-RFLP frente as formas clinicdsTdaem 47 pacientes
portadores atendidos no HUB, no periodo de agasfD87 a julho de 2010

Formas Leishmania Leishmania Leishmania N&o classificado *
clinicas Viannia Leishmania  donovani chagasi*
Cutanea 39 01 01 01
Mucosa 4 0 0 01

Total 43 01 01 02
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4.14 Analise dos resultados dos testes propostos etacdo a parametros clinicos e

laboratoriais

A Tabela 28 relaciona os resultados dos testesLd®AEexo-Ag e da IFD,

discriminando-os em relacdo aos parametros climleo&TA e a Tabela 29 busca a

relacéo entre os resultados dos 2 testes propost®sestes de rotina.

Tabela 28 —Resultados dos testes de ELISA exo-Ag e da IFDetatdo a parametros
clinicos e laboratoriais de pacientes portadorekTde atendidos no HUB, no periodo

de agosto de 2007 a julho de 2010

Agrupamentos ELISA exo-Ag IFD
Positivo Negativo Positivo Negativo

Numero de pacientes 89 9 52 20
Forma |

Cuténea 76 06 48 17

Mucosa 13 03 04 03
NUmero de lesdes |

01 62 07 37 15

02-04 21 02 12 03

05-09 03 0 02 01

NI 03 0 01 01
Tempo de lesdo |

<1més 03 0 02 0

1-3 meses 38 07 23 08

4-6 meses 17 0 15 04

7-12 meses 08 0 03 01

> 12 meses 11 1 04 05

NI 12 0 05 02
Recidiva |

Sim 11 0 02 03

N&o 75 08 a7 17

NI 03 01 03 0
Subgénero de
Leishmania PCR- Em 52 Em 39 Em 16
RFLP) pacientes pacientes pacientes

L. (Viannia) 38 04 26 09

L. (Leishmania) 0 01 01 0

L. donovani chagasi * 0 01 0 01

N&o classificado* 02 03 01 01

Negativa 12 0 11 05

Legenda: NI — Nao informado.
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Tabela 29 -Resultados dos testes de ELISA exo-Ag e da IFDedatdio aos testes de
laboratoriais de rotina de pacientes portadorekTde atendidos no HUB, no periodo
de agosto de 2007 a julho de 2010

Agrupamentos ELISA exo-Ag IFD
Positivo Negativo Positivo Negativo
Numero de pacientes 89 9 52 20
Exames de rotina
Cultura
Positiva 41 04 27 07
Negativa 41 04 25 13
NR 07 01 0 0
Pesquisa direta
Positiva 40 05 29 07
Negativa 43 03 23 13
NR 06 01 0 0
RIFI
Positiva 65 04 32 17
Negativa 19 04 15 03
NR 05 01 05 0
IRM
Positiva 65 07 40 18
Negativa 08 01 04 01
NR 16 01 08 01
Histopatoldgico
Positiva 17 02 15 03
Negativa 68 05 36 16
NR 04 02 01 01

Legenda: NR — Nao realizado.

4.15 — Mensuracao dos custos de cada técnica degtidstico

Este trabalho avaliou o custo de cada técnica ocowbjetivo de permitir
comparacdes entre a ELISA exo-Ag, a IFD e as tésmniealizadas para o diagnostico
de rotina para LTA.

O kit de ELISA exo-Ag, no formato de venda diratepdalidade normalmente
realizada por universidades publicas, custa, emarelamericanos, 1.137,00 USS$,
conforme valores repassados pelo representante ngaesa Cellabs no Brasil.
Considerando cotacdo do délar comercial do dia82011 de 1,6034 R$, o kit para 96
testes custa 1.824,00 R$. Testes sorologicos inmzimoaticos sdo realizados em
duplicata, além disso, a cada teste (ou a cada mlacELISA) deve-se incluir um
controle positivo e um controle negativo. Destaniay a placa de ELISA teve 2 pocos

reservados para o controle positivo, mais 2 pa@ntrole negativo. Sobraram 92 pocos
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para testes em soros, sendo 2 para cada amosttantBoao final, cada placa de
ELISA possibilita 0 emprego de 46 amostras. Aoiselid o preco do kit de 1.824,00
R$ por 46 (amostras ou pacientes), chega-se andal®9,65 R$ por teste.

Da mesma forma, apds pesquisa junto ao represerdanCellabs no Brasil, o
kit de IFD, considerando também a forma de vend#alicusta em dolares americanos
966,70 US$, que, ao ser convertido para a moedmnacbrasileira pela mesma
cotacdo de 1,6034 R$ do dolar comercial, tem-salar de 1.550,00 R$ para cada kit
de 50 testes. Dividindo-se o montante do kit pélmero 50 de testes, o valor de cada
um é de 31,00 R$.

O custo total das técnicas de rotina foi de 57,89 & passo que as técnicas

propostas apresentaram o valor de 70,65 R$ poemgadiTabela 30).

Tabela 30 —Custo aproximado por teste, em reais, de cadactéanilizada para o
diagnostico da LTA, do ELISA exo-Ag e da Imunoflascéncia Direta

TECNICA Cultura Pesquisa RIFI IRM Exame ELISA IFD
direta Histopatolégico exo-Ag
Custo por teste (R$) 0,65 0,43 0,71 5,30 50,00 39,65 31,00
TOTAL (R$) 57,09 70,65

RIFI: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. IRhrddermorreagdo de Montenegro. ELISA exto-Ag: iensaunoenzimatico
com exo-antigenos de promastigotas dmexicanalFD: Imunofluorescéncia Direta.

A IFD teve seu custo mensurado em funcédo do ppeca aquisicdo, além do
gasto com o reagente para fixacao (acetona) eindamada para impregnar a amostra.
No caso do ELISA exo-Ag, cada teste foi precificadm base no custo de aquisi¢cdo do
kit.
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V. DISCUSSAO

Antes de discutir os resultados, vale ressaltaragiadta de amostras, em muitos
dos casos, ocorreu devido a sobreposicdo de proestis em diferentes pacientes no
Ambulatério de Dermatologia/HUB. Neste caso, opelpelo seguimento completo de
um paciente em detrimento de outro. Houve casosmemor ndmero, nos quais a
bidpsia ocorria em outro dia por conta de infecggtundaria no sitio da lesdo. Outros
pacientes, por sua vez, foram biopsiados no Amimitade Otorrinolaringologia do
mesmo nosocOmio pelo fato da lesdo envolver mucasagpie tornava inviavel o
acompanhamento de tal procedimento naquele setdordea simultanea. Por fim,
houve casos de pacientes que se apresentavam coios lde bidpsia em maos,
realizada em outro laboratério, por meios proprios.

Nota-se claro aumento na casuistica ao longo dovelb de tempo. Inclusive, o
maior niumero de pacientes com diagndstico confiorfaata LTA se deu no ultimo
ano, mesmo a inclusdo sendo realizada somente até@sode julho. Contudo, a
tendéncia ao aumento de casos néao reflete os dmd&NAN (DATASUS, 2010),
quando comparados os anos 2008, 2009 e 2010. Odan@007 n&o permite
comparacgdes, pois a confirmacgédo de casos pararasatho iniciou no oitavo més do
ano. Em relagdo aos demais anos, teoriza-se abiidssle de sub-notificagdo dos
casos de LTA no DF uma vez que o nimero de casosSpeAN foi menor do que o0s

casos clinicos incluidos no presente estudo.

A predominancia de pacientes do sexo masculindaléamaior incidéncia de
casos nas faixas etérias dos 21 aos 30 anos pairgdiear estreita relagdo da LTA com
o periodo de maior atividade de trabalho com a LDAconstatado € importante do
ponto de vista socio-econémico, uma vez que afimgigiduos na fase mais produtiva
da vida, reiterando o encontrado em outros est(BAMPAIO & DE PAULA, 1999;
NAME etal., 2005).

A transmissao peridomiciliar é reforcada naquebssos de LTA em criancgas,
grupo de pacientes cuja doenca ndo costuma poassdatiacdo com atividade de
trabalho e nos quais ha o fator dependéncia paceniocao, sobretudo para aqueles de

idade mais tenra.
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Diante do exposto na Tabela 3, foi observado précionde casos relacionados
a atividade no campo, conforme verificado em outiraisalhos. Por outro lado, tal fato
nao implica diretamente em atividade laboral, urea gyue em alguns prontuéarios
pesquisados o motivo da exposicdo do paciente dmenta rural se dava por fator

recreativo.

Apesar da maioria (69,8%) dos pacientes ter detda@mo endereco de
residéncia o Distrito Federal, um dado importamietado foi o Estado de Goias como
o local de mais relatado como de provavel contagpoforme relato do paciente ao

clinico (Tabela 5).

Aprofundando um pouco mais, observou-se que dosa30s com provavel
contagio em Goias, 21 ocorreram em municipios dadiRedo Entorno de Brasilia. Esta
area sofre forte influéncia da capital federal patores econdémicos, além da
proximidade geografica, que torna ainda mais istensnobilidade de pessoas entre o
DF e aquela regido. Inclusive, credita-se estevoatomo causa da procura do HUB

pelos pacientes, unidade de referéncia em no diigac tratamento da leishmaniose.

A regido norte do DF é aquela que apresentou arima@os casos provaveis de
infeccdo, com destaque para as regibes admimnvstsate Brazlandia, Sobradinho |,
Sobradinho Il e Planaltina. Este fato corroboraaabservagéo semelhante: a de maior
namero de provaveis casos ocorridos na regido mlartEntorno, principalmente em
cidades goianas que fazem divisa com o DF, taisocBadre Bernardo, Planaltina e

Formosa, localizadas também ao norte do DF.

A LTA, de acordo com a OMS, est4d no grupo das clmerconsideradas
negligenciadas, isto é, acomete, de maneira predong, pacientes de faixa de renda
inferior e os investimentos em diagnostico e traaim ndo se mostram financeiramente
viaveis para a industria. Como agravante, ha tambéoomplexidade da relacéo
parasito-hospedeiro, compreendida apenas parci@meom diferentes padroes de
resposta celular e humoral.

O Ministério da Saude, por meio da Secretaria dgilavicia em Saude,
recomenda os meétodos de demonstracdo do parasi@ ¢orma de atingir o

diagnéstico de certeza, com preferéncia para aupssdireta em lamina, a cultura e o
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exame histopatolégico. De forma complementar, dadansibilidade mediana destes
métodos, técnicas imunoldgicas, como ELISA, a RIRIIRM devem ser empregadas.

Neste cenario complexo de diagndstico, onde nempige sensibilidade e
especificidade relacionam-se de forma satisfatdr@os métodos buscam agregar
parametros ideais ao diagndstico da LTA.

Em relacdo aos métodos de diagnostico, o primeiigr deus resultados aqui
discutidos € a cultura. Neste trabalho, foram eggates 2 tubos por pacientes, 0s quais
renderam positividade de 49,5% das amostras testdaddela 12). Tal fato deve ser
ressaltado, visto que em alguns trabalhos, vak@eselhantes de sensibilidade somente
foram alcangados com a utilizagdo de quantidadermaa tubos com meio de cultura
por paciente (NAVIN, 1990; WEIGLE, 1993). Provaveime, credita-se o bom
resultado ao fato de se tratar de um laboratépeaalizado e com técnicos com varios
anos de experiéncia na rotina diagndstica paranesiose. Contudo, héa resultados de
trabalhos mais recentes, cujos autores observammsibgidades maiores quando
empregaram a cultura de aspirado de lesédo (CHO&l&l, 2009 e LUZ eal., 2009),
demonstrando a importancia de fatores cruciais comweio de cultura utilizado e a

técnica correta no momento da coleta.

A obtencao das formas promastigotas depende desuce diferenciagdo da
forma amastigota para promastigota em meio de reultNeste ponto, encontramos
controvérsias sobre o melhor meio a ser empregatipp de material (fragmento ou
aspirado), o numero de tubos de cultura idealfl@éncia dos antissépticos empregados

na assepsia e a destreza daquele que realiza@ dalamostra no sitio de infeccgéo.

Uma provavel medida para aumento da sensibilidadeuttura € a adocgéo de
outro meio bifasico, o coracdo-cérebro-sangue (C@®@)s rico em nutrientes que o
NNN e com comprovada propriedade de proporcionaomtaxa de multiplicacdo de
formas promastigotas deishmaniaSZARGIKI, 2005).

7

Outra opcado € meio de cultura contendo agar sahgse e 15% de sangue
desfibrinado, uma espécie de NNN modificado, demnonsrapido crescimento de
leishmanias do complexdoraziliensis espécies normalmente mais fastidiosas,
aumentando a capacidade de cultivo destes par@dtdsTON, SHAW e LAINSON,
1977).
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A pesquisa direta de parasitos em lamina com raatenpregnado a partir de
fragmento de pele com lesédo ativa e corado peldsdog de Giemsa, Wright, ou

Leishman, apresenta maior positividade quanto reaentes forem as lesdes.

Neste trabalho, a sensibilidade da pesquisa dioetde 50,5%. Este resultado
encontra-se em posicdo mediana quando comparadatras,o cujos indices de
positividade do esfregaco em lesdes causadak.f) braziliensismostraram notavel
variacao, indo de 14 a 89%, conforme trabalhosuti® pesquisadores (CUBA at,
1980; CUBA etal., 1981; NAVIN,1990; WEIGLE, 1993; RODRIGUES aL; 2002;
SAMPAIO etal., 2002; PERLES eal., 2006; MENEZES DA SILVA etl., 2007;,
REISetal., 2008; LUZ etal., 2009).

Os pontos criticos desta técnica envolvem a cowetdeccdo da lamina e a
observacdo ao microscopio, exigindo um técnico tremado, sobretudo quandd.a
(V.) braziliensisé a espécie pesquisada, pelo seu diminuto tamabnhogescassez em

lesdes com mais de 3 meses.

As técnicas parasitologicas discutidas até este topodemonstraram
sensibilidades semelhantes, havendo estreita ag@i®lentre a pesquisa em lamina e a
cultura, visto que na maioria dos casos, quando téoaica era positiva, a outra

também demonstrava positividade.

Apesar de nao ser realizada de forma rotineiraoaulagdo em animais nao
deve ser totalmente desconsiderada. Assim, formasgstigotas também podem ser
resgatadas de cultura de lesbes de animais previ@anmmeoculados com material de

lesdo de leishmaniose.

A inoculacdo em hamster € uma técnica dispendiakenm®rada para se obter
resultados. No entanto, pode ser a mais eficazdguas animais sdo acompanhados
com muita atencdo e cuidados (CUBA at, 1984). Os melhores resultados sao
referidos por WEIGLE, 1993, com 56,7% de positidielaNAVIN, 1990, realizou
inoculacdo em hamster com aspirado de lesdo, &s ity fragmento como WEIGLE,
1993, e encontrou 41,3%.

A IRM obteve o maior valor de sensibilidade demdsemétodos rotineiros de

diagnéstico da LTA. E uma metodologia baseada paaidade do sistema imunoldgico
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atuar de maneira tardia ao ser exposto a presengatijeno. Este ultimo, por sua vez,
é produzido de forma artificial, o que implica ernifedencas existentes quando

comparados antigenos de diferentes fabricantesatastado por SILVA &tl., 2004.

No presente trabalho, foram observados 78 casdRMepositiva, 0 que em
nameros relativos revela sensibilidade de 90,7%a® alta dentre todas as técnicas de
rotina para diagndstico laboratorial da LTA. Estbalo é ainda mais curioso quando,
ao atentar-se para a Tabela 10, nota-se que pnatita a metade dos pacientes relatou
possuir lesdo ha, no maximo, 3 meses. O fato vandentro ao conhecimento pratico
de que a IRM apresenta baixa eficiéncia quandes@e$s cutdneas tem menos de 4

meses.

Os valores da sensibilidade da IRM revelaram-smaisres até mesmo quando
comparados com outros trabalhos que obtiveram Ipesigitados para esta técnica
(FERREIRA etal, 2006; LUZ etal., 2009). No entanto, ao relembrar que MENEZES
DA SILVA et al., 2007, observaram apenas 30% ddtipmade para IRM, deve-se dar
crédito a possivel variagcdo do antigeno utilizadém do local de realizacdo do teste,
como ocorre no DF e Goias, locais de crescente n@ndiade da doenca.
Provavelmente este foi o fator determinante paral@sados indices de positividade da
IRM.

A RIFI mostrou percentuais de sensibilidade na médis métodos propostos,
onde houve positividade em 63 amostras (72,7%)agra sua caracteristica de
deteccdo de anticorpos, ainda que em baixas coacéas. Tal achado € semelhante
agueles encontrados em alguns trabalhos realizzol@rasil, em regides endémicas
para a LTA, nos quais a pesquisa de anticorpo®rmdds pacientes demonstra maior
sensibilidade (GARCIA edl., 2005; FERNANDES edl., 2006; PERLES edl., 2006;
REIS etal., 2008).

Ha de se ressaltar que como o teste ndo é esppaeHico, ocorrem reacdes
cruzadas com outros tripanosomatideos, dificultandgeu uso em areas endémicas
também para a doenca de Chagas. Este fato de ecn&trelevancia porque alguns
pacientes atendidos no Ambulatério de Dermatolbiyi® provém de regides com

estas caracteristicas. Walton, Brooks e Arjonaizathm formas amastigotas
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provenientes de células VERO mantidas em culturaocantigenos para RIFI e ndo
observaram reacdes inespecificas em soros de fescEmM outras parasitoses.

As RIFI's positivas demonstraram reacao a partipdmeira diluicdo (1:20),
mas para fins de diagnostico e calculo da serdoié, a positividade foi considerada a
partir da segunda diluicdo (1:40). N&o se relaaions maiores titulos em amostras
provenientes de pacientes com a forma cutaneo-muégsesar da maior parte dos
pacientes relatar lesbes com até 6 meses de padesse afirmar que a eficiéncia da
RIFI foi satisfatoria, ao contrario do que seripegado de acordo com a literatura, a
qual relaciona baixa eficiéncia do método frenigfeccdes recentes.

Mesmo ndo sendo adotado de forma padronizadeopdiegnostico da LTA no
Brasil, 0 exame histopatologico € amplamente engoi@gio encerramento de casos
clinicos, sobretudo naqueles com possibilidadeattgas no diagnéstico (MENEZES
DA SILVA et al., 2007).

Os achados histoldgicos se correlacionam com aafariimica e o estagio da
doenca. No inicio da infeccdo, ha um processonrdtario misto, denso e difuso em
toda a derme. Este infiltrado é composto predontémaente por macréfagos e também
por linfocitos e células gigantes. As leishman&s encontradas, primariamente, como
amastigotas dentro dos macréfagos (corpusculoedihan), no entanto, quando em
grande numero, elas também podem ser encontradasspaco extracelular
(MEHREGAN, 1999). As formas clinicas reunidas ndsadalho (cutanea e mucosa)
sdo caracterizadas por um intenso e difuso irdidtranflamatério de células
mononucleares, escassez parasitaria e presengaeladie alterac6es no epitélio de
revestimento tais como ulceracdo, exocitose déditds e hiperplasia (CARNEIRO,
2009).

No que se refere aos testes propostos, passarenmasalsar 0 meétodo
imunoenzimético utilizando exo-antigenosldemexicanaO ELISA exo-Ag detectou
anticorpos, acima da faixa de corte, em 89 de 98saas, demonstrando sensibilidade
de 90,8 %. Foi observado que o método propostosapt@u-se na média quando
comparados com indices de testes positivos obtbwsoutros autores, utilizando
antigenos diferentes. Ao aprofundar mais a andisperformance do ELISA exo-Ag,
nota-se que sua sensibilidade tem valores préoxiamseles trabalhos nos quais
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pesquisadores utilizaram fragbes antigénicas padfis por cromatografias, com
resultados igualmente satisfatérios (GOMES-SILVAakt 2008; VIDIGAL etal.,
2008).

O parasito integro utilizado como antigeno aprespetiacos da membrana, a
qual abriga glicoproteinas que por sua vez sdwnahite antigénicas em funcdo da
constante exposicdo ao sistema de defesa do argartisspedeiro. Apesar de ser
constituido por glicoproteinas nédo pertencente®ilnana do parasito, o0 ELISA exo-
Ag comportou-se de forma semelhante no que tangeersibilidade de testes
imunoenziméticos que empregaram formas promassigota sua totalidade como
antigenos (YONEYAMA edl., 2007).

Ao comparar os resultados positivos no ELISA exoadgn aqueles obtidos
pelas técnicas rotineiras, observou-se relativaaai@ncia entre este método e aqueles
que se baseiam em reacfes anticorpicas, como a &Iglal demonstrou elevada
sensibilidade dentre os métodos adotados no diagod@ke rotina da LTA.

A especificidade do método de ELISA exo-Ag quandgropo controle foi
formado apenas com soros de pacientes aparenteselitess (n = 80) demonstrou
positividade em 7 (8,7%) amostras. Nota-se a pdidsite de reatividade cruzada
nestes casos de falsos positivos, uma vez querotasento dos pacientes para esta
etapa baseou-se tdo somente em dados fornecidosgerana entrevista com o possivel
participante. Desta forma, ndo € possivel excliméeccdes subclinicas seja de LTA

ou de outra doenca que possam produzir ligacoegsitas inespecificas.

Os valores das especificidades quando foram testadoos de pacientes
chagasicos (n = 24) exibiram valores medianos. Agqpsa bibliografica revelou
especificidades que variam desde a total faltesgdeaficidade (MENDES etl., 2007),
passando por baixos valores (5,5%, obtido por YONEA et al., 2007) até 83,33%
(VIDIGAL et al., 2008), este ultimo empregando antigeno glic@mrot purificado,

teoricamente, menos propenso a reacdes inespscifica

Contudo, mantém-se a ocorréncia das reacOes crizadan outros
tripanosomatideos, provavelmente pela presencatdentinantes antigénicos proximos
em termos de estrutura (VEXENAT @i, 1996; SZARGIKI, 2005; MENDEZ dl.,
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2007). Desta forma, nota-se que ainda ha necessitade purificar os antigenos do
ELISA proposto, para melhor especificidade frentaitias parasitoses, como a doenca
de Chagas (SZARGIKI, 2005; MARCUSSIadt, 2006).

Na purificacdo de lisado de formas promastigotad..d@V/.) braziliensispor
intermédio da cromatografia em coluna de exclus@oleenlar, duas fracdes
apresentaram maior especificidade, discriminandeimass pacientes sabidamente
positivos para LTA frente a outras parasitoses (MAFRSI etal., 2006). A purificacédo
dos antigenos utilizados pode dessa forma melhmraspecificidade das técnicas
utilizadas. GOMES-SILVA etal.,, 2008, realizaram ELISA cujos antigenos eram
fracOes antigénicas de amazonensig L. braziliensis obtidas por cromatografia de
afinidade. Os resultados revelaram diferentes Bfidsides que variaram de 19 a 84%
para as fracdes antigénicas daamazonensi® 60 a 95% para as fragbes lda
braziliensis A especificidade de cada fracdo também foi adaliavariando de 54 a

71% (. amazonensj 53 a 66%L(. braziliensi3.

hY

Quando submetido a teste com amostras de doented@es de doencas
reumaticas (n = 33), foram observadas reacdeseandg@ms em numero consideravel
nos soros cujos marcadores estavam presentesantaticentracées. Destaca-se aqui a
proteina C reativa, em que houve reacao positivEld8A com exo-Ag em 6 das 7
amostras. Esta proteina, um anticorpo do tipo Igdta presente em quadros
inflamatdrios e seus altos niveis parecem detemailta reatividade cruzada da técnica
imunoenzimatica proposta e, por consequénciajratpecificidade. Por outro lado, tal
afirmativa carece de informacdes cientificas querobmre ou que a contrarie,

impedindo maiores inferéncias dos resultados obtido

Frente as amostras de pacientes portadores de emigosfundas (n = 9),
observou-se 2 reacdo com absorbancia acima da d&xeorte. As amostras cujas
reacdes foram positivas sdo de pacientes portadoesgorotricose. A analise da
literatura demonstra que a leishmaniose cutaneae peel confundida com a
esporotricose, seja por sinais clinicos como poaacdes cruzadas em testes
imunologicos, sendo importante o diagnostico difel@ entre as duas infeccdes

(SANTOS et al, 2007). Para tornar ainda mais incerto este @enaum estudo
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publicado em 2005 por BARROS &t, 23% de pacientes portadores de esporotricose
apresentaram reacdo positiva no ELISA para somlatp leishmaniose. Faz-se
importante lembrar que ndo se deve desprezar @jpidssle, ainda que pequena, de
co-infeccdo porSporothrix schenkiie Leishmania conforme outrora demonstrado
(AGUDELO etal., 1999).

Em 2007, Paes observou reatividade cruzada em uhsteELISA para
esporotricose, utilizando exo-antigenos de forramintosa deés. schenkjiao testar
amostras com soros de pacientes portadores de OTpAesquisador referiu maior
positividade quando da pesquisa de anticorpos o IgM nos isotipos estudados,
denotando evidente inespecificidade. Ao que inddsaresultados obtidos no presente

estudo vem ao encontro do verificado em outrositnals.

Ao verificar reacdes inespecificas com considergvall de ocorréncia, nota-se
a necessidade da realizacdo de trabalho futuroentide do estudo das reacoes
imunoenziméticas utilizando frag6es antigénicasedmsantigenos de. Mexicana Ou
ainda sugere-se que seja realizada separacaoalesps que o compdem para teste de
imunoblot contra soros de pacientes portadoresuti@s doencas, com objetivo de

verificar bandas menos reativas que proporciongrecificidades mais altas.

Os meétodos sorolégicos apresentam limitagbes taimoca ocorréncia de
resultados positivos em pacientes curados, o quevaiidam nos casos de pacientes
com recidiva da doenca, além da reatividade cruzd@rvada contréeishmania
chagasie Trypanosoma cruz{VEXENAT et al.,, 1996) e outras doencas tais como
Hanseniase Virchowiana, Pénfigo FoliAceo Sulammoieaoutras.

A RIFI possui sensibilidade relativamente alta,&oorvariavel: entre 34-82,9%
(RODRIGUES etal.; 2002; GARCIA etal., 2005; ROMERO eal., 2005; FERREIRA
et al., 2006; PERLES edl., 2006; REIS etl.; 2008). Além disso, os maiores titulos
normalmente ocorrem em pacientes com multiplasetesii com a forma cutaneo-
mucosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2007), fato atestadste trabalho.

Os ensaios imunoenzimaticos demonstraram resultades uniformes, com
variagbes menores nas sensibilidades encontradéss phversos autores que
trabalharam com o antigeno bruto: entre 85 a 1(REDRAS efal., 2003; FERREIRA
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etal., 2006; YONEYAMA etal., 2007). Em relagéo aos testes imunoenzimaticos co
fracOes antigénicas deé.braziliensis os resultados, em termos de sensibilidade,
variaram de 60 a 95% (GOMES-SILVAat, 2008).

De uma maneira geral, ao propor um grupo control@posto tanto pelas
amostras de individuos aparentemente sadios (séxh e Bmostras de individuos com
doencas diversas, a especificidade do ELISA propesibe valor de 79,3% (Tabela
27). Ao analisar ainda o valor preditivo positivalaulado (73,5%), fica evidente a
necessidade de evolugcdo quando o kit € expostooataas de pacientes “ndo LTA”,
pois, neste caso, quase 1/3 das amostras demanstesultados falsos-positivos.

Quanto a IFD, no presente estudo este método pmpdsmonstrou
sensibilidade satisfatéria, inclusive superior dguebtida pela pesquisa direta de
amastigotas em lamina corada pelo Giemsa. Em némelativos, a IFD foi 45% mais
sensivel do que a técnica de pesquisa direta dstigotas em lamina, da qual partilha a
mesma forma obtencdo de amostra. A utilizacdo deamticorpo marcado com
substancia fluorescente conferiu maior capacidade vitualizacdo das formas
amastigotas do que aguelas presenteaarmas coradas na pesquisa direta, as quais,
provavelmente, passariam despercebidas, mesmégucas experientes.

Quanto a especificidade, a IFD demonstrou efic&hama vez que houve
reacdo inespecifica, caracterizada pela fluoresz@wcestruturas semelhantes a forma
amastigota, em apenas 2 (3,7%) das 55 amostrasamlza. Estas estruturas eram
levemente ovaladas e com tamanho ligeiramente ntpiero de umad.eishmania
Ainda assim, o valor preditivo positivo do testestnou-se elevado, com 96,2%. Desta
forma, a IFD quando positiva, tem a caracterigfieandicar infeccdo pdreishmania
com elevado grau de confiabilidade. A pesquisamoatuarios dos 2 casos em que
houve reacédo revelou como diagnosticos cromomiecssporotricose, denotando uma
provavel inespecificidade, a qual deve ser estudamlduturo, em outras doencas
infecciosas, sobretudo aquelas causadas por fuhg®, Schubach e Madeira, 2011,
relataram a presenca de diversas estruturas elgséi arredondadas, dentro e fora de

macrofagos em paciente com lesbes ulceradas, dedta@ semelhanca com parasita
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do géneroLeishmania Neste caso, a cultura micolégica revelou a pizsete
Sporothrix schenkii

A acuracia da IFD foi de 82,7%, pois, apesar daaele especificidade, o
método, assim como o0 exame histopatologico e aumesglireta de amastigotas em
lamina, depende da presenca do parasitammint, influenciando diretamente na
sensibilidade da técnica.

Diversos séo os resultados de trabalhos que emmprega IFD, no entanto, tal
metodologia é aplicada a amostras de cdes com LOREIRA et al, 2002;
MOREIRA etal., 2007). A literatura carece de trabalhos que egyem a IFD no

diagnostico da LC para efeitos de comparagédo esi&o ainda mais aprofundadas.

Deve ser registrada a facilidade de realizacad-ba pois ha apenas uma etapa
de incubacdo, de 30 minutos, de forma que em 1 @qgpassivel o preparo de 30
laminas (15 pacientes) para leitura em microscdpidluorescéncia. Por outro lado, €
preciso ainda considerar que ha limitagdes nestel@spois a coleta do material € um
método invasivo e requer a presenca de um prafigsiespecializado e de condi¢des
sanitarias adequadas. Sugerem-se estudos com dotraas de coletas, como a
aposicao direta da lamina na borda da lesdo owaandonfec¢cdo da lamina com o
aspirado da lesao retirado com agulha e seringa.

Os exames parasitolégicos de lesdo devem ser samprétodo de escolha
primario para confirmar o diagndstico clinico, po@nsistem no método de certeza.
Entretanto, em estudos epidemioldgicos que visarantrole em areas endémicas, as
técnicas soroldgicas sdo as mais adequadas, Esbjitam a analise de maior nimero
de pacientes, e neste rol de técnicas, o ELISAAgxdemonstrou atributos que o torna

passivel de ser empregado com este intuito.

Ha de ser ressaltado que as técnicas parasitodogmasentam limitagcdes, uma
vez que utilizam tecidos e a sensibilidade delgenide do nUmero maior de amostras
testadas. Outra limitagdo é a impossibilidade denaacdo aliada a subjetividade, que
esta diretamente relacionada com a experiénciardfisgonal que realiza o teste,

principalmente quando em area endémica.
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No caso da pesquisa direta em lamina, a literatam grande variagdo, com
valores que vao de 14 a 89,7% (RODRIGUESIg2002; SAMPAIO etal.; 2002;
PERLES efal., 2006; MENEZES DA SILVA etl., 2007; REISet al., 2008; LUZ et
al., 2009).

A cultura também néo é diferente, com grandes ¢@em nas sensibilidades
encontradas, que podem ocorrer por diversos fatdessle a técnica correta, a destreza
do laboratorista e o niumero de tubos inoculadosarfrwerificados valores entre 28,6 a
89% (SALINAS etal.,, 1989; MARZOCHI etal., 1993; ROMERO etfal., 1999;
WEIGLE etal., 2002; SAMPAIO etal., 2002; RODRIGUES dl.; 2002, CHOUIHI et
al., 2009; LUZ etal., 2009). SZARGIKI, em 2005, verificou que em médm® cultura
coracao-cérebro-sangue (CCS) as leishmanias aldsvapresentaram maior taxa de
crescimento do que utilizando o agar NNN, pringipatte os tubos contenda
braziliensis de crescimento mais fastidioso em meios de @ultur

A realizacdo de testes em meio de cultura é lab@re possui alto indice de
contaminacgao, contribuindo para que ocorram tefess negativos. Durante o
acompanhamento das culturas, observou-se que ltont@minacdo bacteriana em 12
(12,4%) amostras, nos 2 tubos, o que, certameeneweb indice de negatividade desta

técnica.

O exame histopatolégico é empregado no diagndédgcmtina da LTA quando
este é feito em ambulatério. A identificacdo dashimanias ao exame histopatoldgico
aumenta a medida que a lesdo evolui, com o surgintes granulomas epitelidides na
derme superior que podem infiltrar toda a derme.sénsibilidade do exame
histopatolégico é baixa devido a escassez de pasasil distor¢do dos amastigotas ao
fixar o tecido, o exame histopatolégico da biopdgapele € muito mais util para o
diagndstico diferencial, ja que estabelece outiiakgias (WEIGLE etl., 1987).

Os granulomas séo envoltos em infiltrado de higtée linfocitos. Nesta fase,
as leishmanias séo identificadas em 50% dos cMBBIREGAN, 1999). No mesmo
trabalho, o autor citado relatou positividade dé&e38m cortes histoldgicos de tecidos
que albergam a espédie braziliensis No presente estudo, a técnica histopatologica

detectou apenas a presenca do parasito em apéeras 22
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A luz da clinica, o ndo encontro das formas amaistigna l1amina n&o exclui a
possibilidade da infeccdo. Na auséncia do parasito, muitos casos clinicos o
diagndstico baseia-se na descricdo do quadro iaftamo microscopico da lesdo em
laudo compativel com LTA (MAGALHAES ail., 1986). A presenca de um quadro
celular compativel com LTA é considerada um datkvemte que, na falta da evidéncia
do parasito em técnicas parasitoldgicas e, solmetichndo a epidemiologia e o quadro

clinico se complementam, € decisiva para fechangatopotese de diagnéstico.

Contudo, o quadro celular plausivel com a infecgiw leishméania foi
importante a ponto de, clinicamente, ter o resoltamhsiderado como “compativel” na
maior parte daqueles laudos nos quais nao foi puidea a presenca do parasito. Ou
seja, mesmo diante do resultado negativo, a celaté exibida pelo tecido da leséo
cutanea do paciente foi fator determinante paraomfirmacdo da hipotese de
diagnostico em 63% dos casos clinicos. RODRIGUESI.e2000, ao considerar 0os
casos “indicativos da presenca de parasitas”, t@po89% de “positividade” pelo

exame histopatoldgico.

A histopatologia depende de diversos fatores pamaecucdo de um exame de
boa qualidade, tais como: coleta correta por pdoteclinico que realiza a bidpsia,
tratamentos quimicos, emblocacdo em parafina, <ohigtologicos, coloracdo e
experiéncia do profissional observador da laminEmAdestes fatores que podem
ocasionar falhas no diagnostico (MENEZES DA SILVAt al., 2007),
morfologicamente, os parasitos da espécieraziliensisapresentam tamanho diminuto

e escassas em lesdes mais antigas, dificultandoanl@a em cortes histoldgicos.

A discussédo nos paragrafos acima acerca do exatopaitologico vem reforcar
a limitacdo principal desta técnica que é a baigasibilidade, podendo variar,
sobretudo, quando k. (V.) braziliensisé a espécie presente, como € 0 caso deste

trabalho.

Ao trabalhar com as duas técnicas propostas, vejoeatdo: “Seria possivel
diagnosticar a leishmaniose nos pacientes incluidiizando apenas estes 2 testes?”
Para responder esta questdo, foi montada a Tabel@e2onde se infere que naqueles
pacientes em que foi possivel realizar tanto o BLé80-Ag quanto a IFD (n = 64), o
diagnostico positivo em pelo menos 1 dos métodosree em 61 (95,3%) pacientes.
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Desta forma, nota-se que as duas técnicas propostégbuiram para a obtencdo de
sensibilidade mais elevada, com aumento tambénspeciicidade média, levando ao
aumento da acuracia. Com isso, é possivel verifjuarnestes casos, o diagndstico da
LTA seria possivel em quase todos os pacientes. &ipossibilidade da adocdo dos
testes em conjunto, onde se nota complementacanlogge um tem de limitagéo e o
outro tem de vantagem: ELISA exo-Ag muito sensé/elbm especificidade razoavel,
enquanto que a IFD é menos sensivel, poréem, pakawgspecificidade.

Quanto a PCR realizada neste estudo, a sensitdlidad74,6 % mostrou-se
inferior aquelas obtidas em outros trabalhos, $obeeos que utilizaranmprint em
papel de filtro como amostra, nos quais a eficéno método foi maior (ROMERO et
al., 2009). Se comparada as PCR’s aplicadas a amasttidas da lesdo, como nos
trabalhos de GARCIA edl., 2005 e BARBOSA GARCIA, 2005, nos quais 0 primer
usado foi 0 mesmo deste estudo, nota-se que dtatEmidemonstraram sensibilidade

concordante.

Frente aos resultados da PCR realizada a pardimdstras obtidas da bidpsia da
lesdo (que ndo pamprint de papel de filtro), nota-se concordancia da béditEide em
alguns casos (REIS at., 2008; BERZUNZA-CRUZ eal., 2009; LUZ efal., 2009) ao
passo que a eficiéncia da PCR executada nestéhiwdbainferior aos encontrados em
outros (BELLI etal., 1998; AVILES etl., 1999; RODRIGUES «il., 2002).

Deve-se creditar essa sensibilidade mediana dad®CGio da coleta donprint
no papel de filtro nos primeiros pacientes. Ao igaalos resultados negativos da PCR,
observou-se que o0s mesmos ocorreram com maior éinegll naquelas amostras
coletadas no inicio deste trabalho, demonstrandadamiliaridade com a técnica pode
ter influenciado nos resultados. Outro fator a werar € o tempo no qual as amostras
ficaram acondicionadas, uma vez que as amostras amiigas datavam de 2007,
justamente aquelas em que a sensibilidade foi méestes casos, o DNA alvo pode
ter se degradado. Apesar de extensa pesquisaeraurg, nao foi encontrado nenhum

trabalho que trouxesse argumentacao condizenteestanobservacao.

Quando analisados os resultados da PCR de acomi@a @3 formas clinicas da
LTA (Tabela 27), o padrdo de detec¢cdo mantém-simaa cutanea, com 74,1% de

sensibilidade. Em pacientes com a forma cutanemsayca sensibilidade foi maior
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(83,3%), resultado que néo foi consoante a teargavgrsa sobre a escassez de parasitos
em lesbes mucosas (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2ROEsta observacéo,
provavelmente, reforca a maior sensibilidade da PG&mo em situacdes onde ha
baixa quantidade de parasitos, quando comparad@cagas que visam encontrar 0
parasito. Porém, esta afirmacéo ainda pertencarapadas especulacbes, uma vez que
0 numero de pacientes com lesbes mucosas e quantiveemostras colhidas para a

realizacdo da PCR foi pequeno (apenas 6).

As reacbes de RFLP demonstraram excelentes ressiltaan a producédo de
bandas de tamanhos variados, mas especificos agéoedo subgénero (VOLPINI et
al., 2004), neste caso, fragmentos de 80 e 40 pliefejamostras que apresentaram

digestao pela endonuclease de restricao.

Foi observado que das amostras submetidas a RBLB146%) evidenciaram 2
bandas (80 e 40 pb) consoante ao subgébheishmania VianniaDiversos estudos
demonstraram a prevaléncia da espEc(®/.) braziliensieem regides variadas do Brasil
(FALQUETO etal., 2003; GARCIA etal., 2005; ANDRADE etal., 2005; LUZ etal.,
2009). No DF, foi observado o mesmo fato por SAMPA&I DE PAULA, 1999, e por
SANTOS, 2009 em sua tese de doutoramento.

Na regido Centro-Oeste, local de provavel contagiais relatado pelos
pacientes, ha estudos que demonstraram a predan@née L. (V.) braziliensis
(SAMPAIO et al.,, 1997; SANTOS, 2009; MOTA e SAMPAIO, 2011) aléma d
ocorréncia de insetos vetores da espécizomia whitmanina regido do Distrito
Federal (SAMPAIO eal., 2009). Desta forma, com base nas informacodsdes nos
estudos acima relacionados, pode-se afirmar queyvapelmente, a espécie

predominante no presente trabalholé @/.) braziliensis

Em 2 amostras a classificacdo ndo pbéde ser realipats a disposicao das

bandas n&o seguiu o padréo

Apesar de poucos estudos abordando o assuntopmmagdo no paragrafo
anterior permite hipotetizar sobre a presencad..df..) amazonensisestes pacientes

baseado nos achados de SANTOS, 2009, onde constataunfeccdo pela mesma
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espécie em pacientes atendidos no HUB ap0s idmmEo utilizando anticorpos
monoclonais, além de PCR-RFLP.

E interessante notar que mesmo os pacientes quaregh terem sido infectados
em estados do Norte, Nordeste e no Mato Grossaislem que € patente a presenca da
espécie L. (L.) amazonensis(MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2007),
apresentaram PCR-RFLP indicativald€V.) braziliensisPorém, é um erro descartar a
possibilidade da infeccdo destes pacientes conaespécies do complextannia
sobretudo aqueles nos quais o provavel local ddgagmn foram estados como
Maranh&o, Rondbnia, Acre, Amazonas e Para (Tabellaehis de sabida ocorréncia
das espéciek. (V.) lainsoni, L. (V.)naiffi, L. (V.) shawi, I(V.) guyanensis e L. (V.)
lindenberg(MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2007; COELHO &l., 2010).

Ao pensar em politicas publicas de saude, o fatstocdeve sempre ser
considerado, sobretudo em paises em desenvolvimaijts recursos financeiros sao
escassos. O diagnostico da LTA, além de demorado,ctisto significativo, uma vez
que varias técnicas de diagndstico sdo empregadasntnito de melhorar a
sensibilidade. Métodos sorologicos tem boa seiddgie, porém, carecem de
especificidade, enquanto que métodos parasitolsgperdem na sensibilidade e
demonstram elevada especificidade.

Por outro lado, ha fatores que ndo permitem agéediireta do seu custo, como
o salario do profissional que realiza a técnicamaseriais hospitalares reutilizaveis e
que, portanto, necessitam de esterilizacdo, alénmsienos hospitalares usados em
pequenas fragdes como o anestésico local, fiostdeas bandagens para curativo, gaze,
ponteiras, energia elétrica etc.

Cada teste teve seu preco unitario final mensucado base no valor unitario
dos produtos hospitalares utilizados a partir deudentos fiscais com prazo de
emissao inferior a 1 ano quando da analise, de@esarecebidas via correio eletrénico
e telefone, além das fracdes (diluidas ou ndojdlagdes empregadas.

O exame histopatoldgico teve seu preco de cusidoobbm dificuldade, uma
vez que, mesmo apos contato com gestores de labosatle anatomia patolégica de
hospitais publicos, tal informagéo nédo era conleecam certeza. A pesquisa telefénica
junto a 4 laboratérios privados do DF demonstroe gsl precos praticados variavam
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entre 120,00 e 160,00 R$. Porém, tal dado ndoZradealidade do custo apenas, pois
naquela faixa de preco, certamente, estariam om$udutros valores (como o salario do
médico patologista e de outros profissionais), alérfucro liquido do laboratorio.

A solucdo mais razoavel encontrada foi verificartp aos setores de cobranca
de hospitais militares de Brasilia (Hospital dascks Armadas, Hospital de Forca
Aérea de Brasilia e Hospital Militar de Area de d8lia) o prego a ser cobrado do
paciente para uma bidpsia de pele. Nestes hosptdisa-se a tabela EMFA (Estado-
Maior das Forcas Armadas) de honorarios, onde caragnte apenas o custo do
procedimento/técnica € repassado ao paciente, edianente da tabela AMB
(Associacao Médica Brasileira) de honorarios médiémfim, o pre¢co considerado para
cada exame histopatoldgico foi de 50,00 R$, valee ge apresenta como 0 mais
razoavel em termos de custos.

A IRM apresentou o0 segundo custo mais alto dergmmnétodos de diagndstico
rotineiros. O frasco contendo o antigeno é repasgald Ministério da Saude, mediante
requisicdo, de forma gratuita. Inicialmente, fonsiolerado apenas o custo da seringa e
da agulha para sua aplicacdo. No entanto, 0 me@n&npregado para sua producao e
envio ndo poderia ser ignorado. ApGs contato cddeimtro de Pesquisa e Producgéo de
Imunobioldgicos, em Piraquara, Parana, laboratéesponsavel pela producdo do
antigeno para a IRM enviado ao HUB, foi obtido ¢al®eio de Gestdo do ano de 2009,
o qual trazia a informacéo do custo unitario dedpgdo de cada antigeno: 50,69 R$.
Como no frasco o volume é de 1 mL e, tendo em s é aplicado 0,1 mL do
antigeno em cada paciente, cada teste custou $3Metuindo seringa e agulha). Se
levarmos em conta também o fato de que o ultimarQ, Ho frasco ndo corresponde ao
volume esperado, o valor de cada teste de IRMaseda maior.

Para as outras técnicas de rotina para LTA, faransiderados os pregos, em
reais, dos reagentes e dos demais insumos comasgriagulhas e laminas. Cada
solucdo, quando diluida, o seu preco (em gramasiligramas) foi ajustado pelo fator
de diluicdo e de acordo com o volume utilizadoesgéo.

A eficiente alocacdo de recursos requer resultadessuraveis. Para tanto,
devemos utilizar indicadores que refltam, da melhmaneira possivel, as

consequéncias das intervencbes adotadas, tais comedicientes de mortalidade,
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indicadores de morbidade (prevaléncias, incidéngesdutividade ou tempo perdido
pela doenca, etc.) e a expectativa de vida, panpbhe

Dentre os métodos de avaliagdo conhecidos maisuroemte utilizados,
devemos destacar os seguintes tipos de analise-lmeiseficio, custo-efetividade,
custo-utilidade, custo-doencga, custo-utilizacddliae de decisdo (Markov) e andlise de
sensibilidade. De uma maneira geral, o objetivo wondesses diferentes tipos de
analise é encontrar a alternativa que proporcionaair beneficio de saude agregado
para um determinado nivel de recursos (a0 mendo)cas portanto, proporcionando
maior rentabilidade (SPINDEL, 2008). Sintetizangode-se afirmar que na analise
custo-beneficio os beneficios sdo mensurados nwfde valor em moeda corrente.

O custo por exame do ELISA exo-Ag e da IFD, separahte, quando
comparados aos custos das demais técnicas empmegadao diagnostico da LTA,
mostrou-se significativamente mais alto. No entaato analisar as técnicas de rotina
em conjunto, uma vez que elas sdo normalmente gantme de forma concomitante,
seu custo, por paciente, foi de 57,09 R$, valorraguperior ao das 2 técnicas

propostas conjuntamente (50,00 R$).

Nas técnicas de rotina h& outros custos que na&mfarontabilizados por
dificuldade na sua mensuracao tais como: frac&anéstésico aplicado no paciente, fio
para sutura e manutencdo de biotério para obtahg&angue de coelho para meio de
cultura NNN etc.

Outrossim, além do menor custo, a favor das tésnmapostas deve ser
considerada também a rapidez na execucdo, cujmaiigo pode ser emitido em
menos de 24 horas. Diante dos resultados obtidda;se que é plausivel e possivel a
substituicdo das técnicas de rotina em ambienteulatoibial pelas metodologias
propostas, desde que usadas em conjunto, vista gemesibilidade, a especificidade e a

acuracia aumentaram sensivelmente.

A despeito dos avancos em pesquisa, 0 método diigm@eve estar adequado
a possibilidades e realidades da Rede de Saudé&d&UAl escolha do método mais
acessivel e eficaz deve ser considerada, uma \ezlgje depende a precocidade no
inicio do tratamento do doente (SZARGIKI, 2005).
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Com base nos indicadores de validagdo, os resaltabtdos neste estudo
permitem recomendar a implantacdo do ELISA exo-AdaelFD no diagndstico da
LTA. A reducdo de custos que pode ser possivelrar la producdo em escala
industrial, possivelmente tornard os métodos endmeig em servicos de saude no
Brasil.
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CONCLUSOES
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VI - CONCLUSOES

O ELISA exo-Ag demonstrou boa sensibilidade quatwoparado aos métodos
de rotina. A especificidade variou de acordo comgngos controles nos quais o
método foi testado, demonstrando valores mediasobretudo quando incluidos
pacientes chagasicos e portadores de desordenstieasn Desta forma, o método
proposto demonstra a necessidade de aperfeicoasnentoo purificacdo e separacdo
para obtencdo de bandas especificas, teoricamemesnneativas. Ainda assim, gracas
ao elevado valor preditivo positivo e a acuraciané@odo imunenzimatico proposto

mostrou-se de grande valia no diagndstico rotindér& TA.

Quanto a IFD, ficou demonstrado o aumento da sositsikdade em razao do
emprego de anticorpos associados a substanciaedtemtes. Ressalta-se ainda a
elevada especificidade do método dado pelo elevealor preditivo positivo
encontrado, além da rapidez e da simplicidade dgace O encontro de reacdes
inespecificas em algumas amostras de pacientesnmiooses profundas demonstra a

necessidade de mais testes de especificidade.

O custo, por paciente, de cada teste de ELISA axeAde IFD foi maior
guando comparado ao custo das 5 metodologias eatgi@ema rotina diagndstica da
LTA.

Utilizadas de forma concomitante, as técnicas deSELexo-Ag e IFD
proporcionam aumento na sensibilidade e na espéeifie, o que garante elevada
acuracia, de onde se depreende que as duas tépatEsam substituir as técnicas de

rotina para diagndéstico da LTA.

A PCR-RFLP seguiu o padrdo em relagdo ao subgénare freqtientemente
relatado em estudos pelo Brasil, neste dasshmania VianniaCom base na revisado
literaria da epidemiologia das espéciesLdesshmaniano Brasil, sobretudo na Regido
Centro-Oeste (de onde era procedente a maiorigpamwentes), pode-se sugerir que o
agente etioldgico predominante é da espéc{¥.) braziliensis
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ANEXOS

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade de Brasilia - Faculdade de Medicinal-aboratorio de

Dermatomicologia

Projeto: Estudo das reacdes de ELISA e Imunofluorescébaiata, como
técnicas para o diagnostico da Leishmaniose TegiamAmericana.
Pesquisadores: Killarney Ataide Soares e Préfra. Raimunda Nonata Ribeiro
Sampaio.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ixoabasinado, fui

convidado, li e ouvi o presente termo de consemim&ue informa o seguinte:
Estou participando de minha livre e espontaneaadentie um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores (meédicos, bioquimiestudantes de Medicina do
Hospital Universitario de Brasilia). Este projetemt como objetivo avaliar a
sensibilidade e a especificidade de duas técne@sgrealizacdo do diagnostico da
leishmaniose tegumentar: ELISA e Imunofluorescébiata.

1. Posso desistir de participar na investigacdo, senadesejar, bastando para isto
comunicar a minha decisdo ao investigador e, medesistindo, poderei ficar
sabendo dos resultados de exames dos quais temtic@ppdo. Assim, como
também, a minha decisdo de ndo participar, nanenfliara sobre as decisées do
meu tratamento e acompanhamento.

2. O material utilizado para a realizagdo da pesqaisanesmo que sera coletado para
o diagnéstico da doenca na rotina do Ambulatéridddematologia, por isso nédo
havera a necessidade de nova coleta de materntalefa de amostras para os testes
raramente esta associada com reacoes indesejaieisymo dor local Bematoma.

3. As amostras a serem coletadas sdo: 4 (quatrojtrodilde sangue, por meio de

puncdo venosa e um fragmento de tecido, retiradoppacedimento cirirgico
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(bidpsia) a ser realizado em sala apropriada, né@prigr ambulatorio de
Dermatologia do HUB.

. O procedimento cirdrgico a ser realizado esta desarseguir: 0 médico realiza a
desinfeccao do local com alcool iodado aplicado poma e gaze. Em seguida, sdo
colocados 0s campos cirargicos devidamente egtalis, retirados dos pacotes na
frente do paciente. Em seguida, o médico proceaieeatesia local com xilocaina
1%, utilizando seringa de carpule e agulha desadrtéom aplicacdo na borda
integra da leséo, paralelamente a pele. O pasateg a retirada do fragmento de
tecido, utilizando “punch” de 4 mm, inserindo-o Ibarda da lesdo. Locais mais
vascularizados e em regides mais sensiveis (faseppo e tronco) eventualmente
terdo o procedimento realizado com “punch” de 2 menmenor calibre. Depois, 0
meédico da inicio a sutura (fechamento) do locatedieada do fragmento, com fio
cirdrgico ndo-absorvivel’nl a 5 (a depender do da espessura da pele).rRoé fi
colocada pomada de antibiotico e feito um curatiom gaze (sobre a lesdo) e fita
micropore.

. A coleta das amostras sera feita as quartas-feiageriodo da tarde, durante
atendimento ambulatorial no servico de DermatolapaHUB, sempre por um
médico capacitado.

. Caso seja necessario o comparecimento do paciente rio diferente daquele da
sua consulta no Ambulatério de Dermatologia do HWB, pesquisadores se
responsabilizardo pelo custo da conducéo e alim&nt@o paciente colaborador.
Estou esclarecido que esta pesquisa servira pheat sa as técnicas de ELISA e
IFD séo aplicaveis no diagnostico da Leishmaniasguimentar Americana.

Minha identidade sera resguardada pelos pesquesad(®s dados obtidos pela
pesquisa serdo divulgados sem identificar os sgjejtie participaram da pesquisa).
. Os pesquisadores responsaveis assumirado totahsedplidade pela mesma e pelos
termos esclarecidos neste formulério.

Brasilia, de de

Paciente ou responsavel:
Data: / /
Local:

Pesquisador responsavel:
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ANEXO 2

FICHA DE ATENDIMENTO DE PACIENTE PARA DIAGNOSTICOD E
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

DADOS DO PACIENTE

Nome do paciente:

NUmero do prontuario: Data do ateextio: / /

Residéncia permanente):

Telefone de contato:

Sexo ldade: Data de Nascimento: //  Ocupacao:

DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Local do provavel contagio:

Alguma atividade no campo? Ha quanto tempo? Local:
Tempo da leséo: Local da Leséo:
Tipo da lesé&o: N° de lesdes:

Doencas concomitantes:
Doenca de Chagas__ Hansenise Wirchoviana__ rdulbse cutdnea__
Pénfigo folidceo sul americano___ Micose profundsp(iotricose, Cromoblastomicose,
Paracoccidioidomicose)  Doenca Reumatica___
Teve Leishmaniose anteriormenteSIM ~ NAO
Se sim, foi tratado SIM  NAO

Se sim, ha quantos meses acabou o tratamento:

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
Sorologia para Doenca de Chagas:
Todos os critérios de incluséo satisfeitos8IM  NAO

Algum critério de exclusdo satisfeitoSIM  NAO

DIAGNOSTICO
Leishmaniose Cutanea LCM LCD

Recidiva?
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ANEXO 3

[ CeLLa

Commerial In Comfidence

DECLARATION OF NO CONFLICT OF INTEREST

Sydney, June 26" 2007

Ta Wham It May Cancerr:

I hereby declare that there is no conflict of interest in Cellabs supplying some of jts ELISA,
IF& or IFAT kits to Dr Raimunda Sampaio to camy out epidemiological research, nor is there
any conflict of interest for Dr Raimunda Sampaio to send ta Cellabs from time 2 time some af

her own specimens for verfication of analytical results.

Dr Hubert Mazure
Marketing Manager

e

Celiabs Pty Lid
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