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RESUMO

A leishmaniose representa um complexo de doencas parasitirias com altas taxas de
morbimortalidade que estdo extremamente associadas a pobreza. O diagnostico
definitivo de LTA ¢é baseado em dados clinicos e epidemioldgicos associados ao
diagnéstico laboratorial. O PCR provou ser uma ferramenta valiosa no diagndstico da
leishmaniose, porque € mais rdpido e mais sensivel do que os métodos convencionais e
pode identificar as espécies em diferentes amostras clinicas. O objetivo deste estudo foi

avaliar a eficicia da PCR para o diagndstico da LTA, identificar as espécies Leishmania
em amostras de pacientes atendidos pelo Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase
e Dermatologia Sanitiria da Universidade Federal de Uberlandia. Um total de 37
amostras de pele coletadas de pacientes com lesdes cutdneas sugestivas de LTA foram
submetidas ao diagnostico de IHC e PCR e posterior analise de PCR-RFLP de amostras
positivas. Foram utilizadas dez amostras positivas para Hanseniase e negativas para
Leishmania (teste de pele de Montenegro e resultados negativos de IHC) para testar a
auséncia de anelamento dos iniciadores com Mycobacterium leprae. Por consenso, um
resultado foi considerado positivo quando pelo menos trés das cinco técnicas de
diagnostico testadas foram positivas, resultando em 30 (73%) amostras consideradas
positivas e 11 como negativas (27%). A IHC mostrou menor sensibilidade e NPV
quando comparado com os outros trés testes de PCR, mas apresentou alta especificidade
e PPV. Os valores de sensibilidade, especificidade, PPV e VPL para os iniciadores 13A
/ 13B e L150 / 152 foram de 80% e 100% e 90% e 100%, 100 e 100%, 50% e 66,6%,
respectivamente. Os primers HSP70 e LITS1 / L5.8S apresentam resultados
semelhantes atingindo 100% de sensibilidade, especificidade, VPL e PPV. Os quatro
ensaios de PCR apresentaram melhores resultados para o diagnodstico de ATL quando
comparados ao IHC e outros métodos rotineiramente utilizados. A identificagdo de
espécies através de PCR-RFLP foi capaz de identificar as quatro espécies propostas
neste estudo L.braziliensis, L. amazonensis, L.guyanensis e L.infantum. Em conclusio,
os ensaios PCR-RFLP de ITS1 e HSP70 foram capazes de diagnosticar e identificar o
agente causador de LTA com alta sensibilidade e especificidade, no entanto, o HSP70
PCR-RFLP mostrou maior aplicabilidade na rotina diagnostica de LTA no Brasil devido

a sua alta sensibilidade, especificidade e caracteristicas operacionais.



ABSTRACT
Leishmaniasis represents a complex of parasitic diseases with high rates of
morbimortality which are extremely associated with poverty .The definitive diagnosis of
ATL is based on clinical and epidemiological data associated to the laboratory
diagnosis. PCR has proved to be a valuable tool in the diagnosis of leishmaniasis,
because it is a faster and more sensitive than conventional methods, and can identify the
species in different clinical samples. The objective of this study was to evaluate the
efficacy of PCR for the diagnosis of ACL, to identify Leishmania species in samples
from patients attended by the National Reference Center on Leprosy and Sanitary
Dermatology, Federal University of Uberlandia. A total of 37 skin samples collected
from patients with skin lesions suggestive of ATL and four suspects were submitted to
the diagnosis of IHQ and PCR and subsequent PCR-RFLP analysis of positive samples.
A total of 37 skin samples collected from patients with cutaneous lesions suggestive of
ATL were submitted to IHC and PCR diagnosis, following by PCR-RFLP analysis of
positive samples. Ten samples positive for leprosy and negative for Leishmania
(Montenegro Skin test and IHC negative results) were used for test the absence of
primers annealing with Mycobacterium leprae. By consensus a result was considered as
positive when at least three of the five diagnostic techniques tested were positive,
resulting in 30 (73%) samples considered positives and 11 as negative (27%). IHC
showed the lower sensitivity and NPV when compared with the other three PCR tests,
but it showed high specificity and PPV. The values of the sensitivity, specificity, PPV
and NPV for the primers 13A/13B and L150/152 were 80% and 100%, and 90% and
100%, 100 and 100%, 50% and 66.6%, respectively. The primers HSP70 and
LITS1/L5.8S present similar results reaching 100% of sensitivity, specificity, NPV and
PPV. The four PCR assays presented better results for ATL diagnosis when compared
to the IHC and the others methods routinely used. The identification of species through
PCR-RFLP was able to identify the four species proposed in this study L.braziliensis, L.
amazonensis, L.guyanensis and L.infantum. In conclusion, ITS1 and HSP70 PCR-RFLP
assays were able to diagnosing to identify the ATL causative agent with high sensitivity
and specificity, however, the HSP70 PCR-RFLP showed better applicability in the
diagnostic routine of ATL in Brazil due to its high sensitivity, specificity and

operational characteristics.
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1.Introducao

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses representam um complexo de doencas parasitirias graves e
negligenciadas que apresentam grande diversidade epidemiolégica (WHO, 2010,
MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Segundo a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) essa
enfermidade € a segunda afeccdo parasitiria de maior relevancia para a satide publica,
depois da malaria (WHO, 2010; DESJEUX, 2004).

Estimativas apontam que 14 milhdes de pessoas em 98 paises e territorios sofram com
a leishmaniose, além disso, cerca de 350 a 400 milhdes encontram-se em risco de serem
infectadas (WHO, 2010). Ainda segundo esses dados, a incidéncia anual das leishmanioses ¢
de aproximadamente 1,5 a 2,0 milhdes de pessoas infectadas. Deste total, um milhdo de
casos correspondem a forma tegumentar e 200.000 - 400.000 da forma visceral, da qual
cerca de 59 mil casos evoluem para o 6bito (WHO, 2013; ALVAR et al., 2012).

O protozoario causador das leishmanioses pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, como caracteristica da ordem exibe um cinetoplasto pequeno em forma
de bastdo, o qual esta localizado preferencialmente entre o niicleo oval e o maior volume de
citoplasma, embora sua posicao possa variar (COELHO et al., 2011). Essa organela cumpre
a fun¢do de mitocondria e contém material genético que € composto por dois componentes,
o maxicirculo (30-50 cépias) e minicirculo (10.000-20.000 de copias) (SIMPSON, 1986).

Os parasitos do género Leishmania estdo divididos em dois subgéneros: Leishmania e
Viannia (ROSS, 1903). Tais subgéneros sdo determinados com base no comportamento do
parasito no intestino do inseto vetor durante a metaciclogénese, sendo que o primeiro se
desenvolve na parte média-anterior € o segundo no intestino posterior de onde migra para as
regides anteriores, respectivamente (BATES, 2007).

Os protozoarios do género Leishmania apresentam em seu ciclo de vida as formas
evolutivas promastigota e paramastigota encontradas no tubo digestivo do inseto vetor, e
amastigota, observada no interior das células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) dos
hospedeiros vertebrados (BATES, 2008; WHO, 2010). Por pertencerem ao filo
Sarcomastigophora, tais parasitos apresentam um flagelo durante todo seu ciclo evolutivo. O
flagelo € uma estrutura celular, que além de fornecer um meio de locomogao, também esta
envolvido em mecanismos de aderéncia ao intestino do inseto vetor. As formas
promastigotas e paramastigotas apresentam motilidade, as amastigotas ndo sao moveis, mas

possuem um flagelo rudimentar nao aparente (BATES, 2008).



De acordo com a espécie de Leishmania envolvida, com os hospedeiros invertebrados
e reservatorios, as leishmanioses podem apresentar cardter antroponético ou zoondtico, onde
os principais reservatorios do parasito sio membros das ordens: Carnivora (cdes e gatos),
Rodentia (ratos e outros roedores), Primatas (humanos e ndao humanos), Marsupialia
(gambés), Cingulata (tatus), Pilosa (preguicas e tamanduds) e Chiroptera
(morcegos)(GRAMICCIA; GRADONTI, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; ROQUE;
JASEN, 2014). A excecdo dos locais onde possui perfil antropondtico, como nos paises do
subcontinente indiano, no Suddo, Sudao do Sul, Quénia e nordeste da China, por exemplo,
as leishmanioses sdo zoonoses. Nesses casos, seres humanos tém uma suscetibilidade
variada a doenca e, embora ndo facam parte da cadeia de transmissdo habitual, sdo
acometidos acidentalmente pela infeccao (DESJEUX, 2004; LAINSON et al., 1985; WHO,
2010).

A transmissdo do parasito da-se através do repasto sanguineo das fémeas do inseto
vetor, os flebotomineos, que pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, géneros Phlebotomus e Lutzomyia (BATES, 2007; PIGOTT et al., 2014;
ROGERS, 2004). No Velho Mundo, as leishmanioses sdo transmitidas por flebotomineos do
género Phlebotomus, enquanto que no Novo Mundo sdo transmitidas por insetos do género

Lutzomyia (SHOWLER; BOGGILD, 2015; WHO, 2010).

Por apresentar dois hospedeiros, o ciclo evolutivo é considerado heteroxénico
(LAINSON; SHAW,1978). Apo6s o inseto vetor realizar o repasto sanguineo em um
mamifero infectado, ele ingere as formas amastigotas presentes nas células do SMF. No
intestino do flebotomineo, as amastigotas transformam-se em promastigotas prociclicas
flageladas, que se aderem ao epitélio luminal e replicam intensamente (BATES, 2007). As
promastigotas passam por um processo de metaciclogénese no tubo digestivo do
flebotomineo, onde ocorrem mudancas morfologicas e fisiologicas, originando as formas
promastigotas metaciclicas infectantes (SACKS, 1989). Essas formas se direcionam para a
cavidade bucal do inseto (denominada probdscide), e durante o repasto sanguineo sao
inoculadas e regurgitadas na solucao de continuidade provocada pela picada (BATES, 2008;
HARHAY et al., 2011; SACKS; SHER, 2002;). Ap6s serem internalizadas pelos fagdcitos

do hospedeiro vertebrado, as promastigotas transformam-se novamente em
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Figura 1. Representacdo do ciclo evolutivo de Leishmania spp. (Adaptado de HARHAY et
al., 2011). Os flebotominios ingerem células infectadas durante o repasto sanguineo. No
intestino médio do vetor, formas amastigotas se transformam em promastigotas, por divisdo
simples. ApOs um processo conhecido como metaciclogénese, as promastigotas metaciclicas
migram para a proboscide do inseto. Durante o repasto sanguineo as promastigotas sao
inoculadas e regurgitadas em hospedeiros humanos ou demais mamiferos. As promastigotas
sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células fagociticas e se transformam dentro
dessas células em amastigotas, que se multiplicam por divisdo simples e passam a infectar
outras células do sistema mononuclear fagocitario

Em seres humanos, as leishmanioses podem ser causadas por mais de 20 espécies de
parasitos (WHO, 2010). A doenca pode ser caracterizada por duas formas clinicas basicas:
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose cutanea (LC), sendo sua gravidade determinada
pela resposta imune do individuo infetado e da espécie do parasito envolvido na infec¢do

(ALVAR et al., 2006).

A LV € uma doenga sistémica grave de alta letalidade, que atinge as células do SMF
presentes em Orgaos como o bago, figado, linfonodos, medula 6ssea e pele (MELO, 2004).
A LV ¢ fatal em quase todos os casos quando ndo diagnosticada em tempo e tratada
corretamente. E causada por L. (L.) donovani no Velho Mundo, especialmente no
subcontinente indiano, Africa e Asia, e L. (L.) infantum no Sudeste da Europa, na regido do
Mediterraneo e no Novo Mundo (ALVAR et al., 2006). Cerca de 90% dos casos registrados
encontram-se nos paises como: Bangladesh, fndia, Nepal, Suddo, Sudao do Sul e Brasil
(DESJEUX, 2004). Os achados clinicos dessa forma caracterizam-se por emagrecimento,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e

hipoalbuminemia (DESJEUX, 2004; WHO, 2010).



A LC pode apresentar diferentes formas clinicas: leishmaniose cutinea localizada
(LCL), leishmaniose mucocutinea (LMC), leishmaniose cutianea difusa (LCD) e
leishmaniose cutdnea disseminada (LD) (SILVEIRA et al., 2004). No Brasil, onde a LC
também é conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sdo descritas sete
espécies de Leishmania como agentes etioldgicos: L. (V.) brazilliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg, L. (V.) shawi e L. (L.) amazonensis. No pais, a
L. (V.) braziliensis é o principal agente causal da LTA (LAINSON et al., 1987; SILVEIRA
et al., 2002).

1.2. Controle das Leishmanioses

Devido ao complexo ciclo de transmissdo que envolve o hospedeiro humano, o
parasito, o vetor e, em alguns casos, o reservatorio animal, a prevencao e o controle das
leishmanioses requer uma combinacdo de estratégias de intervencdo. As principais
estratégias de prevencdo e controle envolvem a deteccdo precoce e o tratamento imediato
dos casos, o controle vetorial, a vigilancia eficaz da doenca, o controle dos reservatorios

animais, a mobilizacao e a educacdo da comunidade (WHO, 2017).

O controle do vetor usando pulverizagdao interna das habitacdes com inseticidas é
determinado pelo comportamento das espécies de flebotomineos presentes em cada érea.
Entretanto, por razodes logisticas e de custo, a pulverizacdo periddica de paredes como
estratégia de controle € dificil de sustentar ao longo do tempo (ALVAR, 2006).

As acdes voltadas para o diagndstico oportuno e o tratamento adequado dos casos sdo
as formas mais efetivas de controle. Dentre essas, a quimioterapia € considerada a principal
medida de controle de todas as formas de leishmanioses no homem (WHO, 2010). Os
farmacos de primeira escolha sdo derivados do antimdnio pentavalente que, apesar de serem
potencialmente téxicos, t€ém sido utilizados por mais de 70 anos no tratamento das
leishmanioses (WHO, 2010). Além de apresentar toxicidade, os antimoniais possuem
diversos efeitos adversos como dor no local da aplicacdo, mialgia, nduseas, artralgia,
vomitos, dor abdominal, prurido, fraqueza, cefaléia, febre, insonia, edema, nervosismo,
cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e insuficiéncia renal aguda que podem dificultar a adesdo

do paciente ao tratamento (FREZARD et al., 2009, ALMEIDA e SANTOS, 2011).

Além dos antimoniais, OMS (2010) aponta com opg¢des de tratamento sistémico das

leishmanioses anfotericina b, pentamidina, sulfato de paromomicina, miltefosina e
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cetoconazol, e orienta que existem diferente respostas ao tratamento nas diferentes espécies

e regides geograficas, e em alguns casos indica a associagdo de drogas para o tratamento.

No Brasil e na maior parte dos paises acometidos pela LV, o antimoniato de
meglumina (AM), droga de primeira escolha, € utilizado em doses de 20mg dkg/dia, com
aplicacdo endovenosa (EV) ou intramuscular (IM), por no minimo 20 e no maximo 40 dias.
Em alguns paises como a India e o Nepal, cerca de 60% dos pacientes com LV ndo
apresentam resposta satisfatoria ao tratamento com esse firmaco, e nesses casos a droga

recomendada é a anfotericina b lipossomal (WHO, 2010, MINISTERIO DA SAUDE, 20006).

O Ministério da Saide do Brasil recomenda que o tratamento dos pacientes com LTA
seja indicado de acordo com a forma clinica, com o apoio do diagnéstico laboratorial e
obedecendo aos critérios estabelecidos para cada situagdo. A recomendagdo da droga para os
pacientes com LCL deve considerar a espécie da Leishmania infectante, observando as
evidéncias preexistentes sobre a circulagdo do parasito no local provéivel de infeccdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No tratamento das formas LCL (causada por L. braziliensis e outras espécies, exceto
L. guyanensis), LM e LD recomenda-se como primeira escolha o AM. A dose pode variar
entre 10 mg e 20 mg Sb+5/ kg/dia, sugerindo-se 15 mg Sb+5/kg/dia durante 20 dias
seguidos e, caso haja necessidade, o esquema terapéutico devera ser repetido (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017). Para pacientes gestantes, quando ndo for possivel adiar o tratamento
para apds o parto, e pacientes com idade a partir de 50 anos, insuficiéncia renal, cardiaca e
hepética e transplantados renais, recomenda-se, como primeira escolha, a anfotericina b
lipossomal, na dose de 2 mg a 3 mg/kg/dia. A outra op¢ao terapéutica € o desoxicolato de
anfotericina b, como droga de segunda escolha nesses casos. Para o tratamento da LCD e
LCL (areas com predominio de L. guyanensis) recomenda-se preferencialmente o uso de

isotiocianato de pentamidina (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.3. Leishmaniose Tegumentar

Segundo a OMS a LC ¢é considerada uma das seis mais importantes doencas
infecciosas, pela sua capacidade de produzir deformidades, seu impacto psicologico e

econdmico. Dos 0,7 a 1,3 milhdes de casos essa forma clinica, cerca de 90% sdo registados



no Afeganistdo, Argélia, Ira, Peru, Ardbia Saudita, Siria e Brasil (DESJEUX, 2004;WHO,
2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A LC geralmente ndo leva a morte dos pacientes infectados, visto que as lesdes,
tlceras e nddulos geralmente evoluem para a cura. Entretanto, os danos teciduais sdao
permanentes, o que dependendo do tamanho e local, podem atuar como estigma estético e
afetar a vida do portador (DU et al., 2016). Cerca de 2,4 milhdes de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALYs — do inglés disability-adjusted life years) sao perdidos devido a
LC e a LV mundialmente, 946.000 em homens e 1.410.000 em mulheres (ALVAR et al.,
2006). Apesar dos nimeros para LC ainda estarem em avaliagdo, Murray e colaboradores

(2015) apontam que somente a LC leva a perda de aproximadamente 42 mil DALYs.

1.3.1. Caracteristicas Clinicas

O primeiro sinal clinico da LC tipicamente é um pequeno eritema no local onde o
flebotomineo realizou o repasto sanguineo (AMEEN, 2010; MINISTERIO DA SAUDE,
2013). A lesdo ulcerada € precedida por uma macula, que perdura de um a dois dias depois
da picada infectante. O aparecimento das lesdes cutianeas ocorre apds um periodo pré-
patente varidvel (entre duas semanas a trés meses) apds a picada e geralmente sdo
encontradas em partes mais expostas do corpo como o rosto, bracos e pernas (GOTO;
LINDOSO, 2010). Apos este periodo de incubacdo, o eritema da origem a uma pequena
papula ou nddulo eritematoso, que aumenta progressivamente produzindo, geralmente, uma
tlcera (AMEEN, 2010).

A tlcera classica da LC é geralmente indolor com formato arredondado ou ovalado, o
tamanho varia de alguns milimetros até alguns centimetros, apresentam bordas aumentadas
bem delimitadas com fundo avermelhado e granulacdes grosseiras, e base eritematosa,
infiltrada e de consisténcia firme (FERNANDES et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

A lesdo pode progredir para a cura espontaneamente ou evoluir, geralmente apds
alguns meses (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010). Os pacientes infectados
podem apresentar uma ou vérias lesdes que, dependendo das espécies de Leishmania, podem
progredir em nddulos eritematosos, secos ou acompanhados de exsudato (DAVID; CRAFT,
2009).

As espécies de Leishmania que tipicamente causam as diferentes formas clinicas de

LC em seres humanos estdo listadas no Quadro 1.



Quadro 1. Principais formas clinicas de leishmaniose tegumentar e espécies de Leishmania

relacionadas

Forma Clinica

Espécies Causadoras

Manifestacao Clinica

Leishmaniose
Cutanea Localizada

(LCL)

L. (L.) major,

L. (L.) mexicana,

L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis,
L. (L.) tropica,

L. (L.) aethiopica,

L. (V.) panamanensis,
L. (L.) infantum,

L. (L.) donovani,

Numero unico ou limitado de lesdes;
Ulceras formadas, secas ou exsudativas
com borda elevadas.
Numeroparasitos moderadas em
biopsias da borda da lesdo. Teste de

Montenegro positivo.

Leishmaniose L. (V.) braziliensis, Lesoes altamente inflamatoérias
Mucosa L. (V.) panamanensis,  envolvendo = mucosas; Pode  ser
(LM) L. (V.) guyanensis, desfigurante. Parasitos raros presentes
L. (L.) amazonensis. em bidpsias; Reacdo forte ao teste de
Montenegro.
L. (L.) amazonensis, Nodular multiplo, disseminado, lesdes
Leishmaniose L. (L.) mexicana, ndo ulcerativas; Muitos parasitos nas
Cutanea Difusa L. (V.) pifanoi, lesdes; Resposta ausente no teste de
Anérgica L. (L.) aethiopica, Montenegro.
L. (L.) major.
L. (V.) braziliensis , Numerosas lesdes papulares/
Leishmaniose L. (V.) panamanensis,  acneiformes em duas ou mais areas nao
Cutanea L. (V.) guyanensis , contiguas do corpo, comumente
Disseminada L. (L.) amazonensis . envolvendo  membranas  mucosas.
(LD) Poucos parasitos em Lesdes; Reacdo

forte ao teste de Montenegro.

Adaptada de SCORZA et al.,2017.

A LCL representa a forma mais frequente da doenca, variando entre uma e multiplas
lesdes. Os agentes etioldgicos sdo parasitos dos subgéneros Viannia e Leishmania, L.
braziliensis, no entanto, é considerado como o parasito mais importante associado a esta
forma de doenca nas Américas. A lesdo geralmente ¢ uma ulcera redonda e indolor, que esta

Pode curar
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espontaneamente, deixando uma cicatriz hipopigmentada, lisa e fina (GOTO E LINDOSO
2010).

Em lesdes causadas por L. amazonensis verifica-se uma grande infiltracdo na borda da
lesdo, devido a um denso infiltrado de macréfagos vacuolados na derme que estdo cheios de
amastigotas, e que ddo ao infiltrado a aparéncia de um granuloma macrofagico. Nos casos
de LCL causados por L. braziliensis e outras espécies do subgénero Viannia, as
caracteristicas histolégicas demonstram uma infiltracdo mais modesta na pele e em que
macréfagos e parasitos sdo geralmente escassos, e as células mais frequentes sdo os
linfécitos e plasmdcitos. Além da lesdo ulcerada, alguns pacientes podem apresentar outros
tipos de manifestacdes cutdneas como lesdes vegetativas verrucosas, papulas, nddulos e
infiltragdes (SILVEIRA et al., 2004).

A forma disseminada da LTA € uma expressdao incomum, representa cerca de 2% dos
casos. Esta sindrome € caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares
(podendo chegar a centenas) de aparéncia acneiforme que acometem Vvarios segmentos
corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco. A histdria natural da doenca nestes
pacientes inicia com uma ou varias lesdes localizadas com as caracteristicas classicas de
ulceras de fundo granuloso e bordas elevadas. As duas principais espécies reconhecidas
como causadoras desta sindrome sdo L. braziliensis € a L. amazonensis, embora a maioria
dos casos relatados na literatura seja infec¢do por L. braziliensis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). O processo de disseminacio é relativamente rapido nos casos com infeccio
devido a L. braziliensis ou outras espécies do subgénero Viannia. Em dois ou trés meses,
podem aparecer uma centena ou mais papulas eritematosas e/ou lesdes cutaneas ulceradas.
Em casos de evolucdo tardia (mais de um ano), alguns pacientes ndo tratados podem
apresentar lesoes cutaneas € mucosas simultaneamente, em 29% dos casos encontra-se uma
lesdo mucosa (GOTO; LINDOSO, 2010; SILVEIRA 2004).

A leishmaniose cutanea difusa disseminada € uma condigao rara, e é caracterizada pela
presenca de lesdes nodulares que ndo ulceram. As lesdes sdo ricas em parasitos e as espécies
envolvidas sdo L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis no Novo Mundo e L. (L.) aethiopica
no Velho Mundo (GOTO E LINDOSO 2010).

Esta forma clinica da doenca € caracterizada por uma infiltracdo difusa da pele, com
uma grande quantidade de nédulos, papulas e placas infiltradas que raramente se tornaram
ulceradas, raramente envolvem a nasofaringe e membranas mucosas. Nos casos mais antigos
da doenca, lesdes disseminadas podem cobrir grande parte do corpo, mas sao

predominantemente nas extremidades. A caracteristica histopatoldgica € a infiltragdo de



macréfagos contendo grande quantidade de amastigotas, ja linfocitos e plasmécitos sao raros
(SILVEIRA 2004).

A LM, também conhecida como espundia, € caracterizada por envolvimento e
destrui¢do da mucosa do nariz, cavidade oral, faringe ou laringe e evoluindo potencialmente
para lesdes desfigurantes. A sintomatologia depende da localizacdo das lesdes e pode incluir

obstru¢@o nasal, dificuldades na degluticdo, hemorragia local e rouquidao (COBO et al.,

2016).

Esta forma clinica ocorre anos ap6s o inicio da LC e pode estar acompanhada de
lesdes cutaneas. Na maioria dos casos o agente etiologico é a L. braziliensis, mas outras

espécies também sdo encontradas: L. panamensis, L.guyanensis, L. amazonensis e L. major

(GOTO; LINDOSO 2010).

Segundo Silveira e colaboradores (2004), na maioria dos casos do Brasil amazonico a
LM resultou de uma doenca antiga, prolongada e ndo tratada (autocura), causada por L.
braziliensis. Nesta forma da doenca a necrose do tecido mucoso nasofaringeo esta associada
a uma forte resposta inflamatoria das células T. A necrose das estruturas cartilaginosas € a
sequela principal.

A importancia da LM estd na possibilidade de lesdes destrutivas, desfigurantes e
incapacitantes, com grandes repercussoes no aspecto psicossocial do individuo. O
envolvimento da mucosa da regido dos labios € muito incomum e ¢é caracterizado

clinicamente como um processo gradual em um ou ambos os labios. Muitas vezes

demonstram inchaco e uma pépula, nédulo ou placa que pode ser coberta por crostas

(MOHAMMADPOUR, 2017).

1.4. Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribui¢do, é endémica no Centro-Oeste, Sudeste,
Norte e Nordeste, com registro de casos em todas as regides do pais, € na maioria dos casos
pode ser considerada uma doenca ocupacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Cerca de
26.008 casos/ano de LC foram relatados no Brasil no periodo 2003 a 2007, sendo que
autores sugerem que esta média pode estar subestimada, e que a real incidéncia nesse

periodo seria de 72.800 a 119.600 casos / ano (ALVAR et al., 2012).



Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) no ano
de 2015, foram confirmados 20.187 casos de LTA no Brasil (MH\IISTERIO DA SAUDE,
2015).

Os estados Bahia, Pard e Mato Grosso foram que mais registraram casos em 2015 e
Minas Gerais notificou 1.331 casos, sendo 1.070 autéctones, e Uberlandia sete casos, quatro

autéctones (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

As regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba sdo consideradas endémicas para a
LTA. Registrou- se uma microepidemia de LTA, a partir de julho de 1987, caracterizada por
um rapido surgimento de casos autoctones da doenca, em especial nos Municipios de

Uberlandia e Indianopolis (NISHIOKA et al.,1988; MACHADO et al.,1992).

A LTA ocorre em ambos os sexos e em todas as faixas etarias, entretanto, na média do
pais, predominam os maiores de 10 anos (92,5% do total de casos) e o sexo masculino

(74%) no ano de 2014. (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A figura 2 demonstra a distribui¢do de casos de LTA no Brasil, cada ponto representa

um caso registrado no municipio no ano de 2015.

Figura 2. Casos de leishmaniose tegumentar por municipio, Brasil — 2015. Fonte:
MINISTERIO DA SAUDE, 2017

Devido aos padroes epidemioldgicos, a variedade de vetores, reservatorios,
ecossistemas, hospedeiros e agentes etioldgicos da doenca, medidas para o controle da LTA
no Brasil sdo complexas e dificeis de serem estabelecidas (SILVEIRA et al., 2004,
MINISTERIO DA SAUDE, 2007).
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Os aspectos epidemioldgicos da LTA deverdo ser considerados para definir as
estratégias de controle da doenca, uma vez que estes indicardao a necessidade da adogdo de
medidas de controle da doenca. Destaca-se que o diagndstico precoce e tratamento adequado
dos casos humanos, bem como as atividades educativas, devem ser priorizados em todas as

situacdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

1.5. Diagnoéstico da Leishmaniose Tegumentar Americana

O diagnostico definitivo da LTA é baseado em dados clinicos e epidemioldgicos
associados ao diagnostico laboratorial, que consiste principalmente de testes diretos, cultura
em meios especificos e exames histopatologicos, e visam identificar diretamente o parasito.
Os testes mais utilizados para o diagnostico desta doenca sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o teste de Montenegro (MST), o exame histopatoldgico
e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (FERREIRA, 2006; GOMES, 2014).

A identificacdo das espécies de Leishmania envolvidas na infeccdo é muito importante
para o conhecimento da epidemiologia das LTA e planejamento de estratégias de controle,
principalmente em regides onde as diferentes formas clinicas ocorrem simultaneamente
(BANULS; PRUGNOLLE, 2007).

O teste de RIFI apresenta sensibilidade de 87-100% e especificidade de 77-100%. Sao
utilizadas formas promastigotas como antigenos, a resposta de anticorpos € detectavel muito
cedo na infec¢@o e torna-se indetectdvel de seis a nove meses apds a cura, em média. Para
realizacdo dessa técnica, € necessario um microscopio de fluorescéncia, o qual restringe a
utilizacdo do teste para laboratérios de referéncia, além da necessidade de técnicos
qualificados. E alta taxa de reatividade cruzada da RIFI com outros tripanossomatideos,
como Trypanosoma cruzi (ELMAHALLAWY et al., 2014).

A intradermoreagdo de Montenegro (MST) fundamenta-se na resposta de
hipersensibilidade celular retardada, podendo ser negativa nas primeiras seis semanas apos o
surgimento da lesdo cutanea, porém ap0s esse periodo, 0 MST costuma ser positivo em mais
de 90% dos pacientes. Um MST negativo em pacientes com lesdes com mais de seis
semanas de evolucdo indica a necessidade de outras provas diagnésticas para LTA e
diagnostico diferencial. Pacientes com LC costumam apresentar resposta exacerbada ao
MST, entretanto na LCD, o MST geralmente € negativo (MINISTERIO DA SAIjDE, 2017).

O MST representa o principal exame complementar para o diagndstico da LTA em
areas endémicas, possui sensibilidade variando entre 86 e 100% e especificidade de
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aproximadamente 100%, porém, existem relatos de reacdo cruzada e de resultados falsos
negativos quando a infecc¢ao é recente (J OSE et al.,2001).

O exame histopatolégico ¢ um método relativamente rapido, barato e amplamente
disponivel. Esta abordagem pode ser especifica para a detec¢@o de alguns microrganismos e
pode ajudar a estabelecer outros diagndsticos diferenciais, como neoplasias cutineas.
Entretanto, no caso da LTA, a principal limitacdo deste método diagnostico € a baixa
sensibilidade (QUINTELLA et al.,2012).

As caracteristicas histopatoldgicas da LTA correspondem a um granuloma difuso que
difere de acordo com o estigio da infec¢d@o e o tipo clinico. Em aproximadamente 80% dos
casos, os granulomas epiteliais de células gigantes e linfécitos estdo presentes. O
diagnéstico € realizado através da identificagdo de amastigotas (BARI; RAHMAN, 2006).

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) tornou-se um dos mais importantes técnicas

para o diagnostico de varias doencas, e tem sido empregada para o diagndstico da LTA no

Brasil por ser mais sensivel que os testes histoldgicos convencionais (ALVES et al., 2013).

A eletroforese de enzima multilocus € considerada o método padrdao-ouro para a
identificacdo de espécies de Leishmania. No entanto, este método tem a desvantagem da
necessidade de isolar e cultivar os parasitos, o que pode impedir e/ou atrasar a identificacdo

(DA SILVA, 2010).

De maneira geral, as técnicas de diagndstico da LTA tém muitas limitacdes. Exames
microscopicos de raspados de pele sdo ripidos e de baixo custo, entretanto demonstram
limitacdes com relacdo a sensibilidade, o MST apesar de boa especificidade ndo distingue
entre infecgdes atuais e passadas, e as técnicas sorologicas apresentam baixa sensibilidade
além da possibilidade de reatividade cruzada. As técnicas moleculares, tais como a reacio
em cadeia da polimerase (PCR), oferecem uma abordagem alternativa para encontrar os

parasitos em diferentes amostras clinicas (OLIVEIRA et al., 2011).

A PCR tem provado ser uma ferramenta valiosa no diagndtico das leishmanioses, pois
se trata de um método ripido e mais sensivel do que os métodos convencionais, além de
identificar as espécies de parasitos em diferentes amostras clinicas de seres humanos,
reservatorios e vetores, como sangue, nddulos linféaticos, raspado conjuntival, urina e lesdes

cutaneas (GUALDA et al., 2015).

A amplificacdo de sequencias génicas do kDNA dos minicirculos (~10.000 copias por

célula) e da subunidade menor do DNA ribossomal (SSUO rDNA) (40-200 copias por
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célula) t€m sido largamente utilizados para o diagnostico etiolégico da LTA através da PCR,
incluindo em amostras que contém pequenas quantidades de DNA do parasito,
demonstrando altos indices de sensibilidade. Entretanto, estes alvos identificam os parasitos
apenas em nivel de género ou sub-género (AMPUERO et al., 2009; DE ANDRADE 2004;
KOLTAS 2009; VOLPINI 2006; LACHAUD et al.,2003; MOUTTAKI et al., 2014;
SCHONIAN et al., 2011).

Rodgers et al. (1990) foram um dos pioneiros a descrever a PCR utilizando o kDNA
como alvo para o diagndstico de Leishmania sp. Os autores, compararam sequéncias de
minicirculos de diferentes espécies de Leishmania, identificando uma regido de
aproximadamente 200pb que é conservada sendo, portanto, um alvo para o diandstico das
leishmanioses (RODGERS et al., 1990).

De Grave et al. (1994) também descreveram a PCR com amplificagdo do kDNA,
utilizando uma sequéncia de oligonucleotideos de 120pb com alta sensibilidade para

deteccdo das espécies de Leishmania do Novo Mundo.

A PCR seguida pela RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) — PCR-
RFLP- ¢ um método sensivel que possibilita a distin¢do entre as espécies de Leishmania em
diferentes tipos de amostras (TELES et al., 2015). A determina¢do da espécie de Leishmania
utilizando enzimas de restricdo tem sido descrita como um método mais barato e mais

rapido do que o sequenciamento do produto da PCR (ROTUREAU et al., 2006).

As proteinas de choque térmico (hsp) sdo proteinas essenciais que garantem a
viabilidade da célula, destacando a familia Hsp70 que é ubiqua e altamente conservada em
VAarios organismos, pois estd presente em todos os compartimentos celulares. As hsp70 estao
envolvidas na resposta ao estresse e afetam diretamente a sobrevivéncia de Leishmania

durante a adaptagdo do vetor ao hospedeiro (DORES-SILVA, 2017).

Autores tém utilizado o gene HSP70 em estudos de identificacdo e variabilidade
genética de Leishmania, com base na avaliacdo do polimorfismo por RFLP, com resultados
satisfatorios que demonstram a capacidade da técnica em distinguir entre as espécies do
parasito (DA SILVA et al., 2010; GARCIA et al., 2004, 2005, 2007).

Graca e colaboradores (2012), desenharam um par de iniciadores para amplificacdo
de uma regiao conservada do gene HSP70 de Leishmania, variando de 234 a 384pb, e
avaliaram a possibilidade de distinguir entre espécies do parasito através da digestdo do
produto da PCR com enzimas de restricdo. Foram utilizadas 70 cepas (incluindo cepas de
referéncia) de vérias espécies de Leishmania, e os autores concluiram que este par de
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iniciadores, além da capacidade de detectar Leishmania em amostras clinicas, podem
também discriminar entre todas as espécies do parasito que circulam no Brasil através da
PCR-RFLP.

Schoénian e colaboradores (2003) descreveram uma reagdo de PCR para o diagndstico
das leishmanioses, utlizando a amplificagdo do espacador transcrito interno ribossomal 1
(ITS1) e identificagdo das espécies por RFLP (PCR-RFLP ITS1). A PCR-RFLP ITS1
utilizando diferentes enzimas de restricdio como Rsal e Haelll tem sido utilizado para
identificacdo de espécies de Leishmania no Velho e Novo Mundo em estudos de
polimorfismos e a maioria das espécies sdo distinguidas por esta técnica (CUPOLILLO et
al., 2003; DA SILVA et al., 2010; EL TAI et al., 2001; GARCIA et al.,2002; MONROY-
OSTRIA et al., 2014; ROTUREAU, 2006).

Alguns estudos demonstraram que o PCR-RFLP utilizando primers de kDNA também
foram capazes de diferenciar algumas espécies de Leishmania de pacientes humanos e
caninos (DE ANDRADE, 2004; VOLPINI, 2006).

Os métodos utilizados na rotina de diagnostico da leishmaniose de uma maneira geral
apresentam alta especificidade, porém baixa sensibilidade, os protocolos de PCR
aumentaram a velocidade e a sensibilidade do diagnostico da leishmaniose em comparagao
com as técnicas convencionais € a sua inclusdo como um dos métodos diagndsticos na rotina
de sistema publicos de saide poderia ser muito benéfico, entretanto as abordagens
moleculares permanecem caras e exigem conhecimentos tecnoldgicos, esfor¢os sdao
necessarios para tornar as técnicas de PCR mais econdmicas e faceis de usar , especialmente

em areas onde a leishmaniose € endémica. (REITHINGER; DUJARDIN,2007)
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2. Justificativa

O Centro de Referéncia em Hanseniase e Dermatologia Sanitiria da Universidade
Federal de Uberlandia - CREDESH-UFU, criado em outubro de 2009, é um centro de
referéncia nacional, que atende pacientes do estado de Minas Gerais de outros estados. Atua
em pesquisas bésicas aplicadas e operacionais e na assisténcia em todos os niveis de
complexidade do SUS em hanseniase e dermatoses de interesse sanitario.

Em 2014 foi estabelecida uma parceria entre o CREDESH-UFU e o Laboratorio de
Bioensaios em Leishmania do Departamento de Parasitologia do ICBIM-UFU e, a partir de
entdo, amostras de lesdoes dos pacientes com suspeita de LTA sdo encaminhadas ao
Laboratério de Bioensaios em Leishmania para o diagndstico molecular e subsequente

identificacdo das espécies de Leishmania.

A LTA produz um amplo espectro de lesdes, o que torna o diagndstico clinico nem
sempre simples ou imediato, pois a doenca pode ser inicialmente confundida com outras
dermatoses levando a um diagndéstico erroneo e tratamento inadequado. Por isso, a op¢ao

por técnicas mais especificas e sensiveis torna-se fundamental para um diagnéstico acurado.

O conhecimento das espécies envolvidas na infec¢do também € de suma importincia
para determinar o protocolo de tratamento mais adequado, principalmente em casos de
recidivas, uma vez que algumas espécies de Leishmania podem apresentar maior resisténcia

aos medicamentos.

Os protocolos de tratamento atualmente utilizados para LTA sdo potencialmente
toxicos e podem gerar varios eventos adversos, além disso, o tratamento oportuno e
adequado € de grande importancia para prevenir a evolu¢do da doenca para formas mais
destrutivas e graves. Portanto, o presente estudo se faz necessario devido a necessidade de se
investigar métodos diagnosticos mais sensiveis que possibilitem identificar as espécies de

Leishmania envolvidas na infeccao.

Espera-se que esses resultados proporcionem um avango no estudo sobre o diagndstico
da LTA, aumentando a eficicia, reduzindo o custo e tempo do tratamento dos pacientes

atendidos no CREDESH/UFU.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficicia da PCR para o diagnostico da LTA e identificar as espécies de
Leishmania em amostras de pacientes atendidos pelo Centro de Referéncia Nacional em

Hanseniase e Dermatologia Sanitaria da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2. Objetivos Especificos

. Realizar o diagndstico molecular e imuno-histoquimico para LTA em amostras de
pacientes atendidos no CREDESH/UFU, no periodo de 2014 a 2017,

° Identificar as espécies de Leishmania envolvidas nos casos confirmados de LTA;

. Comparar os resultados dos métodos utilizados no diagndstico da LTA na rotina de

atendimento do CREDESH/UFU;
. Caracterizar o perfil clinico epidemiolégico dos casos de LTA atendidos pelo

CREDESH-UFU, no mesmo periodo.
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4. Material e Métodos

4.1. Declaracio Etica

Esta pesquisa foi realizada seguindo os preceitos éticos e legais e foi aprovada pelo
Comité de ética e pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia — CEP-UFU, CAE:
65736416.2.0000.5152 (ANEXO 1).

4.2. Amostras

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas 51 amostras, sendo que 37 eram
amostras de pele de pacientes com lesdes sugestivas para LC, a maioria proveniente de areas
endémicas, atendidos na rotina do CREDESH-UFU no periodo de 2014 a 2017; dez
amostras de DNA extraido de pacientes com hanseniase sem sinais clinicos de LTA
apresentando resultados negativos em MST e IHQ para Leishmania as quais pertenciam ao
biobanco de DNA CREDESH / UFU; e quatro amostras de DNA de pacientes com suspeita
de leishmaniose visceral atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU) em 2016 provenientes do biobanco de DNA do laboratorio de
bioensaios em Leishmania as quais foram incluidas no estudo como controles para a espécie
L. infantum.

As amostras de pele dos 37 pacientes com lesdes cutaneas sugestivas de LTA foram
coletadas do local da lesdo por bidpsia no CREDESH-UFU por profissionais habilitados.
Foram encaminhados ao Laboratdrio de Bioensaios em Leishmania dois fragmentos de pele
de 31 destes pacientes, uma para realizacdo dos ensaios de PCR, que foi conservado em
nitrogénio liquido e a outro para realizacdo de THQ, conservado em solucdo de formalina
tamponada a 10% até a sua utilizacdo. Em seis dos 37 pacientes ndo foi possivel a coleta de
dois fragmentos de pele devido ao local da lesdo que impossibilitava a coleta, para cada um
destes foi encaminhada apenas uma amostra de pele e foram utilizadas para a realiza¢dao dos
ensaios de PCR, portanto para estes pacientes nao foi realizada a IHQ.

Dentre estes 37 pacientes com lesdes suspeitas de LTA, 25 realizaram o MST e 30
foram submetidos a bidpsia para realizacio de anatomopatoldgico. Estes procedimentos

foram realizados no CREDESH-UFU como parte da rotina de atendimento.
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4.3. Caracterizaciao Molecular

A caracterizagdo molecular das amostras de pele colhidas no CREDESH — UFU foi
realizada no Laboratério de Bioensaios em Leishmania sobre a supervisio do Prof. Dr.

Sydnei Magno da Silva, coordenador do projeto.

4.3.1. Extraciao de DNA

Cerca de 20mg de cada amostra de pele foi utilizada para realizacdo da extragdo de
DNA. A extracdo foi realizada empregando-se o kit de extracdo Nucleo Spin Tissue®
(Macherey Nagel Ink, Alemanha) seguindo as instru¢des do fabricante. O DNA extraido foi
eluido em 100 ul de tampdo de eluicio (kit Nucleo Spin Tissue®) e, a concentracdo do DNA
das amostras foi determinada por espectrofotometria (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,

Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). As amostras e foram, entao, acondicionadas a -20°C

até o momento das analises.
4.3.2. PCR

O DNA extraido das amostras de pele coletadas foi submetido a andlise molecular
utilizando quatro pares de iniciadores que amplificam sequéncias conservadas de genes das
espécies do género Leishmania, a saber:

Os iniciadores 13A / 13B e L150/ 152 descrito por Rodgers et al. (1990) e Degrave et
al. (1994), respectivamente, que amplificam sequencias do DNA do minicirculo do
cinetoplasto e geram um produto de 120 pb; os iniciadores HSP70 direto e reverso que
amplificamum fragmento de 240 pb da proteina de choque térmico 70kDA de Leishmania
como descrito por Graga et al. (2012) resultando num produto; e. os iniciadores LITSR /
L5.8S descritos por Schonian et al. (2003), que amplificam um fragmento de 300-350 pb da
regido espacadora transcrita interna do gene do RNA ribossomal (ITS1) (Quadro 2).

Em todas as reacdes, o DNA de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46), L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/ M2903), L. guyanensis (MHOM/BR /1975/M4147) e L. amazonesis
(IFLA/ BR/1967/ PH8), obtidos a partir de cultura axénica, foram utilizados como controles
positivos, e substituicdio de DNA por dgua livre de nucleases como controle negativo da

reacao.
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As reagoes de PCR foram realizadas utilizando o Kit “Go Tag® Green Master Mix”
(Promega®, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante e as condicdes de cada reacdo foram
otimizadas para cada ensaio usando o DNA das cepas de referéncia de Leishmania (Quadro

2).

Para verificar o limite de deteccio de DNA das reacdes foi realizada uma PCR com
cada par de iniciadores utilizando diluicdes seriadas, na razdo 2, de DNA de Leishmania
braziliensis partindo da concentragdo de Ing / ul a 0,01pg / ul (que correspondente a

10.0000 a 0,1 parasitos, respectivamente).

As PCRs foram realizadas em um volume final de 15 pl para o 13A / 13B, 10 pl para
L150 / L152, de 25 pl para a PCR com o HSP70 e de 20 pl para LITSR / L5.8S e foram
realizadas em termociclador (SimpliAmp™ Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific Inc,
EUA) .

O par de iniciadores especificos (ACTB) foi desenhado usando o Primer Express
Software for Real Time PCR versao 3.0 (Applied Biosystems, EUA) e usado para amplificar
um fragmento de 102 pb da p-actina humana (Sequéncia de Referéncia NCBI:
NM_001101.3) como um controle endogeno. Todas as amostras foram submetidas a PCR
com este iniciador a fim de avaliar a qualidade da extracdo de DNA. Todos os iniciadores
também foram testados nas dez amostras de DNA extraidas de pacientes com resultado

positivo para hanseniase, a fim de verificar a auséncia de resultados falsos positivos.
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Quadro 2. Sequéncia dos iniciadores e principais condi¢des das reagdes de PCR

Direto:

TTG CAT TCC AGG CTG TGC TAT C
Reverso: CCT CGT AGA TGG GCA CAG
TGT

Iniciadores Sequéncia Alvo Amplicon Condicoes da PCR
(5" para3’) (pb)
13A/13B Direto: Sequéncia conservada 120 100 nM de cada iniciador.
RODGERS, et GTG GGG GAG GGG CGT TCT do minicirculo Desnaturac@o Inicial: 95°C por 5 min; 30 ciclos
al., 1990 Reverso: cinetoplasto (95°C por 30 seg; 63°C por 45 seg; 72°C por 30
ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT (kDNA) seg);
Extensao Final: 72°C por 5 min
L150/152 Direto: Sequéncia conservada 120 50 nM de cada iniciador.
DEGRAVE et al., | GGG KAG GGG CGT TCT SCG AA do minicirculo Desnaturagdo Inicial: 95°C por 6 min; 30 ciclos
1994 Reverso: cinetoplasto (95°Cpor 1 min; 55°C por 35 seg; 72°C por 30 seg)
SSS MCT ATW TTA CAC CAA CCCC (kDNA) Extensao Final:72°C por 5 min
HSP70 direto/ | Direto: Sequéncia conservada 234 800 nM de cada iniciador.
HSP70 reverso | GGA GAG ATC GAG CGC ATG GT da proteina de choque Desnaturac¢ao Inicial: 94°C por 5 min; 30 ciclos (94°C
GRACA et al., Reverso: térmico 70kDA por 30 seg; 61°C por 1 min;72°C por 30 seg) Extensao
2012 TCC TTC GAC GCC TCC TGG TTG Final: 72°C por 8 min
LITSR/L5.8S Direto: Sequéncia conservada | 300-350 | 750 nM de cada iniciador.
SCHONIAN et da regido espacadora Desnaturagdo Inicial: 95°C por 2 min; 35 ciclos
al., 2003. CTG GAT CAT TTT CCG ATG transcrita interna  do (95°C por 20 seg ; 56°C por 30 seg; 72°C por 1 min)
Reverso: gene do RNA Extensdo Final: 72°C por 6 min
TAG TAC CAC TTATCG CACTT ribossomal
p-ACTH B-actina humana 102 250 nM de cada iniciador.

Desnaturacao Inicial: 95°C por 5 min; 30 ciclos (95°C
por 30seg; 62°C por 30 seg; 72°C por 1 min)
Extensao Final: 72°C por 10 min
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Cinco microlitros dos produtos das reagdes de PCR e trés microlitros do padriao de
peso molecular de 100pb (Ludiwig Biotec, Brasil) foram aplicados em géis de
poliacrilamida 6% e submetidos a eletroforese em tampao TBE 1X, durante 60 minutos a
uma tensdo constante de 100 V. A seguir os géis foram fixados em solu¢do de 4lcool etilico
10% v/v e acido acético 0,5% v/v, corados em solugdo de nitrato de prata 0,1% p/v e os
fragmentos de DNA evidenciados em solugdo reveladora de hidroxido de sédio 3% p/v e

formaldeido 3% v/v (DA SILVA et al., 2009).

4.3.3. Reacoes de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Os produtos da PCR das amostras com resultado positivo para o género Leishmania
foram submetidos a restricdo enzimatica utilizando a enzima de restricdo Haelll (Promega,
EUA), que corta o DNA nos sitios GGYCC CCaGG do DNA, para determinagio das
espécies envolvidas nos casos clinicos.

A reacdo foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante, brevemente descrito a
seguir: 2ul dos produtos positivos na PCR genérica foram digeridos a 37 °C durante trés
horas com mix contendo SU de enzima Haelll, 0,2ul de BSA acetilado e agua deionizada
livre de nucleases g.s.p. 20ul.

Os produtos das reacdes de restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de

poliacrilamida 6% e 10% conforme descrito no tdpico 4.3.2 para a visualiza¢ao do perfil de

bandas correspondentes a cada espécie.

4.4. Sequenciamento génico

Para confirmar se os perfis obtidos na RFLP-PCR ap6s a digestdao ou ndo dos produtos
obtidos da PCR HSP70 seriam correspondentes a espécie Leishmania, o produto da
amplificacdo de onze amostras positivas de pacientes (selecionadas de forma aleatéria) e os
quatro controles positivos utilizados nas reacdes de RFLP (L. infantum, L. braziliensis, L.
amazonensis e L. guyanensis) foram enviadas para sequenciamento génico.

As amostras foram codificadas, e para cada reacdo de sequenciamento, foram
utilizados 70 ng do produto da PCR-HSP70 (234 pb) DNA e 10 pmol do iniciador HSP70
direto em 4gua ultra pura qsp 6 pl. As amostras foram encaminhadas a empresa Myleus

Biotecnologia, Brasil, para o sequenciamento.
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As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar (ABI 3730 DNA Analyzer,
Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) e a qualidade das sequéncias obtidas foi analisada
utilizando-se o software FinchTV 1.4 (disponivel em <http://www.dnabaser.com>). As
sequéncias geradas foram alinhadas utilizando o MultAlin (CORPET, 1988) e analisadas
utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al.,
1990).

4.5. Imuno-histoquimica

Das 37 amostras de pele encaminhadas para realizacdo de testes moleculares no
Laboratorio de Bioensaios em Leishmania, 31 foram encaminhadas ao Laboratério de
Patologia das Leishmanioses (LPL) do Departamento de Patologia Geral do ICB,
coordenado pelo professor Wagner Luiz Tafuri, colaborador deste projeto, para realizacio
da THQ. Os fragmentos de pele fixados em formol tamponado foram processados pela
técnica de IHQ, de acordo com Alves et al. (2013), com modificagdes, cujos procedimentos

basicos sdo citados a seguir.

Os fragmentos foram emblocados em parafina, para o processamento de cortes de
Smm de espessura em microtomo, e as laminas preparadas com trés cortes de cada
fragmento. Os fragmentos foram desparafinados em xilol por 60 minutos e hidratados em
solucdo de dlcoois decrescentes (alcool absoluto I e II, 90°, 80° e 70°, respectivamente), por
trés minutos cada e submetidos a um banho por cinco minutos em PBS (Soluciao de Tampao
Fosfato 0,01M, pH 7.,2).

Em seguida foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena, pela adi¢ao de peroxido
de hidrogénio 30 volumes a 4% por 30min, e realizado o bloqueio de interacdes
inespecificas com solucdo de bloqueio (PBS com leite em p6 desnatado a 6% p/v). Apds o
bloqueio, as laminas foram incubadas com soro hiperimune de cdo infectado com L.
infantum e a seguir foi adicionado anticorpo biotinilado (anti-soro de coelho biotinilado anti-
camundongo), na dilui¢do de 1:100 (Link-DAKO, kit LSAB2, Dakocytomation Inc., EUA).
Posteriormente foi feita nova incubacdo em camara Umida e adi¢do de estreptoavidina-
peroxidase (Kit Link-DAKO). A revelacao da peroxidase foi obtida pela adicao de solugao
de diaminobenzidina (DAB) a 0,024% p/v em PBS e peroxido de hidrogénio 30 volumes a
0,16% v/v. A seguir as laminas foram lavadas e coradas com hematoxilina de Harris,

desidratadas, diafanizadas e montadas com balsamo do Canada. A leitura foi realizada em
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microscopio optico para a identificacdo da reacdo que corresponde a presenca de formas

amastigotas de Leishmania.

4.6. Levantamento Clinico-Epidemiolégico

Foram coletados dados dos prontuarios dos 37 pacientes com suspeita de LTA,
atendidos no CREDESH/UFU no periodo de 2014 a 2017 para caracterizacdo da
epidemiologia dos casos atendidos. Os dados coletados incluem cidade de origem, sexo,
idade, tratamento, ocorréncia de recidivas, exames complementares que foram submetidos e
seus resultados. A coleta e interpretacdo dos dados dos prontuérios foram realizados com
acompanhamento e supervisdo da Dra. Isabela Goulart, coordenadora do CREDESH-UFU e

colaboradora deste trabalho.

4.7. Analise Estatistica

Para comparacdo dos cinco métodos diagndsticos utilizados foram calculados a
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos (VPP), valores preditivos
negativos (NPV) e indice Kappa (k). O nivel de concordancia (k) foi definido da seguinte
forma: fraca (<0,0) Leve (0- 0,20), justo (0,21 - 0,40), moderado (0,41-0,60), substancial
(0,61-0,80) e perfeito (0,81-1,00) (LANDIS, 1977). Para o célculo das varidveis foi
estabelecido um critério de consenso, onde o resultado foi considerado como verdadeiro
positivo quando pelo menos trés dos cinco métodos diagndsticos (quatro protocolos de PCR
e IHQ) apresentaram resultado positivo para Leishmania sp, conforme descrito por
MOUTTAKI e colaboradores (2014). Foi considerado resultado verdadeiro negativo quando
as amostras apresentaram resultado negativo nos quatro ensaios da PCR.

Para o célculo dessas varidveis foram utilizadas as amostras dos 31 pacientes com
lesdes suspeitas de LC atendidos no CREDESH-UFU e que foram submetidas a IHC e aos
quatro ensaios de PCR, e das dez amostras de DNA dos pacientes com hanseniase
provenientes do biobanco do CREDESH.

Para avaliacdo dos dados clinicos epidemioldgicos foi utilizada estatistica descritiva.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacao Molecular

5.1.1. PCR

A PCR realizada com o par de iniciadores L150/152 apresentou o limite de deteccio
mais baixo, amplificando concentracdes de 0,02 pg/ul de DNA extraido de cultura axénica
de L. braziliensis, correspondendo a aproximadamente 0,2 parasitos por reacdo. A PCR com
o par de iniciadores HSP70 foi capaz de amplificar concentracdes de até 0,2 pg/ul de DNA
do parasito (figura 3).

PM C- 1000pg 500pg 100pg 20pg 4pg O08pg 0,2pg

200bp ——

100bp — >

Figura 3. Gel de acrilamida 6% demonstrando o limite de detec¢cio dos iniciadores
HSP70 direto e reverso em DNA extraido de cultura axénica de L. braziliensis. C-
(controle negativo). Concentracdes do DNA 1000 pg, 500 pg, 100 pg, 20pg, 4 pg, 0,8 pg e
0,2 pg. PM- Marcador de peso molecular

Ja os iniciadores 13A/13B e LITSR/L5.8S (ITS1) demonstraram capacidade de
detectar o DNA do parasito em concentracdes de até 4pg/ul e 0,8pg/ ul de DNA de
Leishmania respectivamente. O limite de deteccdo do iniciador ITS estd demonstrado na
figura 4.
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PM C- 1000pg 500pg 100pg 20pg  4pg 0.8pg 0.2pg

300pb

100pb

Figura 4. Gel de acrilamida 6% demonstrando o limite de deteccao dos iniciadores
LITSR/L5.8S (LITS1) em DNA extraido de cultura axénica de L. braziliensis. C-
(controle negativo). Concentragdes do DNA 1000 pg, 500 pg, 100 pg, 20pg, 4 pg, 0,8 pg e
0,2 pg. PM- Marcador de peso molecular

A amplificacdo da regido do kDNA gerou fragmentos de aproximadamente 120 pb
para todas as amostras positivas (figura 5) tanto para os iniciadores 13A/13B, quanto para
L150/152. A PCR com os iniciadores 13A/13B apresentou resultado positivo para 33
(80,5%) amostras e negativo para 8 (19,5%) amostras, a menor taxa de positividade. J& na
PCR com o par de iniciadores L150/152 35 (85,4%) das foram amostras positivas e 6
(14,6%) amostras negativas.

A PCR com o par de iniciadores HSP70 gerou fragmentos de aproximadamente 240
pb para todas as amostras positivas (figura 5). Entre as amostras testadas, 40 (97,5%) foram
positivas e uma (2,5%) negativa na PCR que utilizou estes iniciadores.

A amplificacdo da regido ITS-1 gerou fragmentos de aproximadamente 300 pares de
bases para todas as amostras utilizadas (figura 5). Na PCR com o par de iniciadores LITSR /
L5.8S 40 (97,5%) amostras foram positivas e uma (2,5%) negativa, mesmo resultado obtido

pela PCR-HSP70.
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PM C- LITS1 HSP70 L150/152 13A/13B

Figura 5. Gel de Poliacrilamida 6% representativo com o produto da amplificacao da
PCR utilizando os iniciadores LITSR/L5.8S (LITS1), HSP70 direto/HSP70 reverso
(HSP70) , L150/152 e 13A/13B utilizando DNA extraido de cultura axénica de
Leishmania. C- = controle negativo. PM- Marcador de peso molecular 100pb

Todas as amostras foram submetidas aos cinco ensaios de PCR descritos, sendo que a
PCR com o iniciador de B-ACTH foi utilizado como controle de extracdo. Todas as amostras
foram positivas na PCR de controle de amplificagdo interna usando iniciadores de B-ACTH,

conforme demonstrado na figura 6.

PM  C C+ 1 2 3 a 5 6 7 8 9

100bp ——»

Figura 6. Gel de Poliacrilamida 6% representativo da amplificacio com o iniciador de
B-ACTH. PM- Marcador de peso molecular. C- Controle Negativo. C+ - DNA extraido de
paciente ndo infectado. 1 a 9 amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose
tegumentar americana
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5.1.3. RFLP

Os produtos amplificados das amostras positivas na PCR-L150/152, PCR-HSP70 e
PCR-ITS1 foram submetidos a RFLP para a identificacdo das espécies envolvidas na

infeccao.

A digestao dos produtos da PCR-L150/152 possibilitou a diferencia¢do entre apenas
trés das quatro espécies presentes no estudo e revelou duas bandas de 80 pb e 40 pb para L.
braziliensis e para L. guyanensis , duas bandas de 120pb e 60 pb para L. infantum e duas
bandas de 110 pb e 60 pb para L. amazonensis. A digestio dos produtos da PCR do
L150/152 pela enzima Haelll ndo apresentou resultados satisfatérios, ndo sendo possivel a

diferenciagdo entre L. guyanenis e L. braziliensis conforme mostrado na figura 7.

- Li La Lb Lg 1 2
. - | 2

1LOO pb——=

a5

Figura 7. Gel de Poliacrilamida 6% representativo do perfil de bandas geradas
pela RFLP com os produtos da PCR, utilizando o par de iniciadores L.150/152. PM-
Marcador de peso molecular. C- controle negativo.Li- padrdo de digestdo do produto da
PCR realizada com DNA L. infantum, La- padrao de digestdo do produto da PCR realizada
com DNA de L. amazonensis, Lb- padrao de digestdo do produto da PCR realizada com
DNA de L. braziliensis, L.g- padriao de digestao do produto da PCR realizada com DNA L.
guyanensis. 1 e 2 - produto da digestdo do produto da PCR realizada com DNA de pacientes
positivos

Estudos anteriores sugerem que o produto da PCR com os iniciadores 13A/13B néo é
adequado para realizacdo de identificacdo de espécies através da RFLP, dessa forma os
resultados de RFLP com os iniciadores L150/152 e 13A/13B nao foram apresentados neste

estudo.

A digestdo dos produtos da PCR-HSP70 possibilitou a diferenciacio entre as quatro

espécies presentes no estudo e revelou bandas de 140 pb para L. braziliensis, 90, 80 pb, 70
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pb para L. infantum , 230 pb para L. amazonensis ¢ 180 pb para L.guyanensis como

mostrado na figura 8.

PM C Lb La Li Lg 1 2 3 4

300bp

200bp —

100bp ——

Figura 8. Gel de Poliacrilamida 6% representativo do perfil de bandas geradas pela
RFLP com os produtos da PCR, utilizando o par de iniciadores HSP70 direto e
reverso. PM- Marcador de peso molecular. Lb- padrdo de digestdo do produto da PCR
realizada com DNA de L. braziliensis, La- padrao de digestao do produto da PCR realizada
com DNA de L. amazonensis, Lg- padrdo de digestdo do produto da PCR realizada com
DNA L. guyanensis, Li- padrao de digestdo do produto da PCR realizada com DNA L.
infantum. 1 a 4 - produto da digestdo do produto da PCR realizada com DNA de pacientes
positivos

A PCR-RFLP com o iniciadores HSP70 identificou as espécies em 28 das amostras
positivas, 18 (64,3 %) amostras foram caracterizadas como L. braziliensis € 9 (32,2%) foram
caracterizada como L.amazonensis e uma como L.infantum (3,5%) proveniente de uma das

amostras de DNA de paciente do HC-UFU com suspeita de LV.

RFLP HSP70

M 18 L. braziliensis
M9 L.amazonensis

M1 Linfantum

28



Grafico 1. Frequéncia e percentual das espécies identificadas na RFLP utilizando o
produto das amostras positivas para Leishmania na PCR-HSP70.

A digestdao do produto da amplificagdo da PCR-ITS1 com a enzima de restricao Haelll
também distinguiu entre as quatro espécies de Leishmania testadas. Para L. braziliensis
foram encontradas duas bandas de ~ 150 pb e 140 pb, trés bandas para L. infantum (190 pb,
~ 70 pb, ~ 60 pb), ~ 190 e 140 pb para L. amazonensis e ~ 150 pb e 130 pb para L.

guyanensis como mostrado na figura 9.

PM C- Lb La Li Lg 1 2

200pb —W

100 pb —= i

Figura 9. Gel de Poliacrilamida 10% representativo do perfil de bandas geradas pela
RFLP com os produtos da PCR, utilizando o par de iniciadores LITS1/L5S8. PM-
Marcador de peso molecular, Lb- padrdo de digestdo do produto da PCR realizada com
DNA de L. braziliensis, La- padrao de digestdao do produto da PCR realizada com DNA de
L. amazonensis, Lg- padrao de digestdo do produto da PCR realizada com DNA L.
guyanensis, Li- padrao de digestao do produto da PCR realizada com DNA L. infantum. 1 a
4 - produto da digestdo do produto da PCR realizada com DNA de pacientes positivos.

A 1dentificacdo das espécies foi possivel em 24 amostras utilizando o produto da PCR-
ITS1, 18 (75%) amostras foram caracterizadas como L. braziliensis, 4 (16,6%) foram
caracterizadas como L. amazonensis, uma (4,2%) como L. guyanensis € uma como (4,2%)

L.infantum conforme mostrado no grafico 2.
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Grafico 2. Frequéncia e percentual das espécies identificadas na RFLP utilizando o
produto das amostras positivas para Leishmania na PCR-ITS]1.

As espécies de 19 amostras foram identificadas pela RFLP dos produtos de ambos
iniciadores HSP70 e ITS1, e mostraram os mesmos resultados. Dessas amostras 15 foram
caracterizadas como L. braziliensis, 3 como L. amazonensis e 1 como L.infantum.

Neste trabalho ndo foi possivel identificar as espécies envolvidas na infec¢do através
da RFLP para todos os pacientes com resultado positivo nas PCR-HSP70 e PCR-ITS,
algumas amostras apresentaram resultado negativo nessa técnica, apesar de positivos na
PCR, ndo apresentando nenhum produto de digestdo, outras apresentaram produto de
digestdo diferente dos controles positivos das espécies estudadas como, por exemplo, a
presenca de um padrdo digestdo que seria compativel com infec¢do mista e por esse motivo
11 amostras positivas de pacientes (escolhidos de forma aleatéria) foram encaminhadas para
sequenciamento génico para confirmar se os perfis obtidos na RFLP-PCR ap6s a digestdo ou

ndo dos produtos obtidos da PCR HSP70 seriam correspondentes a espécie Leishmania.

5.2. Sequenciamento génico

A figura 10 mostra as sequéncias génicas referentes a proteina HSP 70 (obtidas no
banco de dados do GenBank) para as espécies de L. infantum (nimero de acesso:
XM_003392632.1), L. amazonensis (nimero de acesso: EU599090.1), L. braziliensis
(ndmero de acesso: GUO71173.1), e L. guyanensis (nimero de acesso GUO71172.1), bem
como as sequéncias génicas alvos de amplificacdo correspondente a 234 pares de bases (pb),
os locais de anelamento dos iniciadores e sitio para enzima de restricdo Haelll, quando

presente na sequéncia.
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L.infantum (XM_003392632.1)

ATGCCATGGTACCTCTTCTCCACCACGTCCTCTCCTCGCTGCGCCCTCCCTCTCCCTCCCTTCTATCCGC
CAAACCACACGCAGGATCCTAAACACGCACTCGCACTCAAGCTGTCCGAAGAGAACACATACGCGCACAG
GCATACGTCTCTCTCGCTCTGCGCTCTATTACGTAACCCTATAACCACCCTCCTCCCCCCACCCCCCATC
CCACACGCACATACACACACGACCACTGCCGCAGAGATGACATTCGACGGCGCCATCGGCATCGACCTGG
GCACGACGTACTCGTGCGTGGGCGTGTGGCAGAACGAACGCGTGGATATCATCGCGAACGACCAGGGCAA
CCGCACGACACCGTCGTACGTTGCGTTCACGGACTCGGAGCGCCTGATCGGCGATGCCGCGAAGAACCAG
GTGGCAATGAACCCGCACAACACGGTGTTCGACGCGAAGCGCCTGATTGGCCGCAAGTTCAACGACTCGG
TTGTGCAGTCGGACATGAAGCACTGGCCGTTCAAGGTGACGACGAAGGGCGACGACAAGCCCATGATTGC
GGTGCAGTACCGCGGCGAGGAGAAGACCTTCACGCCGGAGGAGATCAGCTCGATGGTGCTGCTGAAGATG
AAGGAGACGGCGGAGGCGTACCTGGGCAAGCAGGTGAAGAAGGCCGTGGTGACGGTGCCGGCGTACTTCA
ACGACTCGCAGCGCCAGGCAACGAAGGACGCCGGCACGATTGCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAA
CGAGCCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTG
ATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGTTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGA
AGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGA
GGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGAACCTGGCGTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGTCTGCGCACG
GCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGTTGTTCG
AGAACGTTGACTTTCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAG
CACGATCCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTG
CTGGTGGGCGGGTCAACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTGTCGGACTTCTTCGGCGGCAAGGAGC
TGAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCTGTCGCGTACGGCGCGGCGGTGCAGGCCTTCATCCTGACGGG
CGGCAAGAGCAAGCAGACGGAGGGCCTGCTGCTGCTGGACGTGACGCCGCTGACGCTGGGCATCGAGACG
GCCGGCGGCGTGATGACGGCGCTGATCAAGCGCAACACGACGATTCCGACCAAGAAGAGCCAGATCTTCT
CGACGTACGCGGACAACCAGCCCGGCGTGCACATCCAGGTCTTCGAGGGCGAGCGCGCGATGACGAAGGA
CTGCCACCTGCTGGGCACGTTCGACCTGTCCGGCATCCCGCCGGCGCCGCGCGGTGTGCCGCAGATCGAG
GTGACGTTCGACCTGGACGCAAACGGCATCCTGAACGTGTCCGCGGAGGAGAAGGGCACCGGCAAGCGCA
ACCAGATCACCATCACCAACGACAAGGGCCGGCTGAGCAAGGACGAGATCGAGCGCATGGTGAACGACGC
GATGAAGTACGAGGCGGACGACAGGGCGCAGCGCGACCGCGTGGAGGCAAAGAACGGCCTGGAGAACTAC
GCGTACTCGATGAAGAACACGCTCGGCGACTCGAACGTGTCCGGCAAGCTGGACGATAGCGACAAGGCCA
CGCTGAACAAGGAGATCGACGTGACGCTGGAGTGGCTGAGCAGCAACCAGGAGGCGACGAAGGAGGAGTA
CGAGCACAAGCAGAAGGAGCTGGAGAGCGTATGCAACCCGATCATGACCAAGATGTACCAGAGCATGGGC
GGTGCTGGGGGCGGCATGCCCGGCGGTATGCCGGACATGAGCGGCATGAGCGGTGGTGCGGGCCCGGCCG
GCGGTGCGTCCTCTGGCCCCAAGGTCGAGGAGGTCGACTAA

L.amazonensis (EU599090.1)

CGACTCGCAGCGCCAGGCAACGAAGGACGCCGGCACGATTTCTGGGCTGGAGGTGTTGCGCATCATCAAC
GAGCCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA
TCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAA
GGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAG
GAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTCGAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGG
CGTGCGAGCGCGCCAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
TAACGTTGACTTCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGC
ACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCAAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC
TGGTGGGCGGGTCCACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTGTCGGACTTCTTCGGCGGCAAGGAGCT
GAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCTGTCGCGTACGGCGCTGCGGTGCAGGCCTTCATCCTGACGGGC
GGCAAGAGCAAGCAGACGGAGGGCCTGCTGCTGCTGGACGTAACGCCGCTGACGCTGGGCATCGAGACGG
CCGGCGGCGTGATGACGGCGCTGATCAAGCGCAACACAACGATCCCGACCAAGAAGAGCCAGATCTTCTC
GACGTACGCGGACAACCAGCCCGGTGTGCACATCCAGGTCTTCGAGGGCGAGCGCGCGATGACGAAGGALC
TGCCACCTGCTGGGCACGTTCGACCTGTCCGGCATCCCGCCGGCGCCGCGCGGCGTGCCGCAGATCGAGG
TGACGTTCGACCTGGACGCAAACGGCATCCTGAACGTGTCCGCGGAGGAGAAGGGCACCGGCAAGCGCAA
CCAGATCACCATCACTAACGACAAGGGCCGGCTGAGCAAGGACGAGATCGAGCGCATGGTGAACGACGCA
ATGAAGTACGAGGCGGACGACAAGGCGCAGCGCGACCGCGTGGAGGCAARAGAACGGTCTGGAGAACTACG
CGTACTCGATGAAGAACACGCTCGGCGACTCGAACGTGTCCGGCAAGCTGGACGACACCGACAAGTCGAC
ACTGAACAAGGAGATCGAGGCGGCGCTGGAGTGGCTGAGCAGCAACCAGGAGGCAACGAAGGAGGAGTAT
GAGCACARGCAGAAGGAGCTGGAGAACGTATGCAACCCGATCATGACCAA

L.braziliensis (GUO71173.1)

GGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGTCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGC
AAGGAGCGCAACGTGCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACG
GCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCT
CGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCG
CTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCG
AGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTG
CGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGC
TCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTGTCGGACT
TCTTCGGCGGCAAGGAGCTGAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCTGTCGCGTACGGCGCTGCGGTGCA
GGCGTTCATCCTGACGGGCGGCAAGAGCAAGCAGACGGAGGGCCTGCTGCTGCTGGATGTGACGCCGCTG
ACCCTGGGCATTGAGACGGCCGGCGGCGTGATGACGGCGCTGATCAAGCGCAACACGACGATCCCGACCA
AGAAGAGCCAGATCTTCTCGACGTACGCGGACAACCAGCCCGGCGTGCACATCCAGGTCTTCGAGGGCGA
GCGCGCGATGACGAAGGACTGCCACCTGCTGGGCACGTTCGACTTGTCCGGCATCCCGCCAGCGCCGCGL
GGCGTGCCGCAGATCGAGGTGACGTTCGACCTGGACGCGAACGGCATCCTGAACGTGTCCGCGGAGGAGA
AGGGCACCGGCAAGCGCAACCATATCACCATCACCAACGACAAGGGCCGACTGAGCAAGGACGAGATCGA
GCGCATGGTGAACGATGCGTCGAAGTACGAGCAGGCCGACAAGATGCAGCGCGAGCGCGTGGAGGCGAAG
AACGGCCTGGAGAACTACGCGTACTCGATGAAGAACACGGTCTCCGACACGAACGTGTCCGGCAAGCTGG
AGGAGAGCGACAGGTCCGCGCTGAACTCGGCGATCGACACGGCGCTGGAGTGGCTGAACAGCAACCAGGA
GGCGTCGAAGGAAGAGTACGAG
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L.guyanensis (GUO71172.1)

GGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGL
AAGGAGCGCAACGTGCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACG
GCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCT
CGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCG
CTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCG
AGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTG
CGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGC
TCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTGTCGGACT
TCTTCGGCGGCAAGGAGCTGAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCTGTCGCGTACGGCGCTGCGGTGCA
GGCGTTCATCCTGACGGGCGGCAAGAGCAAGCAGACGGAGGGCCTGCTGCTGCTGGATGTGACGCCGCTG
ACCCTGGGCATTGAGACGGCCGGCGGCGTGATGACGGCGCTGATCAAGCGCAACACGACGATCCCGACCA
AGAAGAGCCAGATCTTCTCGACGTACGCGGACAACCAGCCCGGCGTGCACATCCAGGTCTTCGAGGGCGA
GCGCGCGATGACGAAGGACTGCCACCTGCTGGGCACGTTCGACTTGTCCGGCATCCCGCCAGCGCCGCGL
GGCGTGCCGCAGATCGAGGTGACGTTCGACCTGGACGCGAACGGCATCCTGAACGTGTCCGCGGAGGAGA
AGGGCACCGGCAAGCGCAACCATATCACCATCACCAACGACAAGGGCCGACTGAGCAAGGACGAGATCGA
GCGCATGGTGAACGATGCGTCGAAGTACGAGCAGGCCGACAAGATGCAGCGCGAGCGCGTGGAGGCGAAG
AACGGTCTGGAGAACTACGCGTACTCGATGAAGAACACGATCGCCGACACGAACGTGTCCGGCAAGCTGG
AGGAGAGCGACAGGACCGCGCTGAACTCGGCGATCGACACGGCGCTGGAGTGGCTGAACAGCAACCAGGA
GGCGTCGAAGGAAGAGTACGAG

Figura 10. Sequéncias génicas referentes ao gene da proteina HSP70 de quatro espécies
de Leishmania (L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. infantum) e o nimero
de acesso no GenBank. Sequéncia génica alvo de amplificacdo (em vermelho)
correspondente a 234 pb. Locais de anelamento dos iniciadores na sequéncia génica alvo
(sublinhado). Sitio para enzima de restricdo Haelll (destaque amarelo), quando presente na
sequéncia alvo

As sequéncias obtidas foram alinhadas individualmente com as sequéncias alvo dos
genes das quatro espécies de Leishmania (obtidas no GenBank), para gerar uma sequéncia
consenso, e comparadas. Os resultados obtidos durante a andlise do sequenciamento
demonstraram correspondéncia entre as sequéncias, tanto para as amostras controle quanto
para as amostras positivas de pacientes, apresentando, portanto, concordancia e validando os

resultados obtidos na PCR-RFLP HSP70.

Baseado nos resultados do sequenciamento das quatro espécies de Leishmania foi
construido, in silico, um gel com as condicdes utilizadas na RFLP dos produtos da PCR-
HSP70, para orientar as anlises e comparar com os resultados visualizados nos géis (Figura
10), com auxilio da ferramenta NEBcutter V2.0 (disponivel em

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).
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Figura 11. Gel de Poliacrilamida 6%, in silico, representando o perfil de bandas
esperado para a reacio PCR-RFLP HSP70

5.3. Imuno-histoquimica

Das 31 amostras de pele encaminhadas para realizacdo da IHQ, 15 (48%) tiveram
resultado positivo e 16 (52%) resultado negativo. Todos os resultados positivos na THQ

foram confirmados por resultados positivos em pelo menos trés dos quatro ensaios de PCR.

5.4. Dados Clinicoepidemioldgicos

As informagdes descritas neste estudo sobre os quatro pacientes do HC-UFU se
resumem a idade, sexo e identificacdo das espécies envolvidas na infeccdo uma vez que
estas amostras foram incluidas como controles de L.infantum, e ndo se teve acesso ao

prontudrio desses pacientes.

Dentre as amostras recebidas, 34 (81%) eram proveniente de homens e sete (19%) de

mulheres. A idade dos pacientes variou entre 18-84 anos com média de 48 anos.

Todos os 37 pacientes avaliados no CREDESH-UFU eram procedentes de &reas
endémicas do estado de Minas Gerais. Dentre estes, 13 (35%) eram residentes em
Uberlandia, nove (24,3%) em Coromandel, trés (8,1%) em Patrocinio, trés (8,1%) em
Abadia dos Dourados, (5,5%) dois em Monte Carmelo, (5,5%) dois em Campina Verde, um
(2,7%) em Vazante, um (2,7%) em Ituiutaba, um (2,7%) em Cascalho Rico, um (2,7%) no

Prata e um (2,7%) em Grupiara.

E importante salientar que dentre os pacientes residentes em Uberlandia, dois tiveram
os primeiros sinais da doenca na cidade natal (Torixoréu - Mato Grosso e Tasso Fragoso -
Maranhao). Além disso, um dos pacientes relata que observou o inicio da lesdo sugestiva de

LTA ap6s uma viagem a Manaus-AM.

Dos 37 pacientes avaliados, 35 (94,5%) apresentaram apenas uma lesdo e somente em
dois casos os pacientes apresentaram mais de uma lesdao, um deles com trés lesdes na perna
e o outro com multiplas lesdes, sendo a lesdo inicial no antebraco e evoluindo com lesdes no

couro cabeludo, dorso nasal e coxa.
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Quanto ao local das lesdes suspeitas, todas foram encontradas em superficies mais
expostas do corpo, sendo 22 (59,5%) nas pernas, seis (16,2%) nos bracgos, trés (8,1%) lesdes
infiltrativas na orelha, uma (2,7%) nos labios, uma (2,7%) na face e quatro (10,8%) casos no
nariz, sendo que em dois desses casos houve perfuracdo do septo nasal. As lesdes variaram
entre recentes com cerca de dois meses de evolugdo, até lesdes mais antigas com até 20 anos

de evolucdo (média de cinco meses).

Local das Lesdes

H Pernas H Bracos kd Face M Nariz B Orelha M Labios

3%

Grafico 3. Percentual da localizacido das lesdes dos 37 pacientes com lesdes sugestivas
de LTA.

Quanto a caracteristicas das lesdes, 17 (45,9%) pacientes apresentaram apenas uma
lesdo com bordas bem delimitadas e elevadas, sendo que as lesdes de 12 (32,4%) (pacientes
apresentavam fundo granuloso e cinco (13,5%) fundo com crostas ou seco com aspecto
necrotico, sugerindo o diagndstico clinico de LC localizada. A espécie identificada como
causadora das infeccdes nesses casos foram a L. amazonensis em cinco casos, L. braziliensis
em oito casos, em trés casos nao foi possivel identificar a espécie envolvida, e um paciente

foi negativo em todos os testes, sendo diagnosticado com hanseniase.

Quatro (11%) pacientes apresentaram lesdes com fundo granuloso, porém com bordas
irregulares e infiltradas, sendo que a espécie identificada nesses casos foi L. braziliensis (3)
e L. amazonensis (1). Outro paciente apresentou uma tnica les@o rasa com fundo purulento e

a espécie envolvida foi a L. braziliensis.

Um (3%) paciente apresentou uma ulcera vegetante extensa no membro inferior
esquerdo com 20 anos de evolugdo e a espécie identificada como causadora da infeccao foi a
L. amazonensis. Outro apresentou lesdo residual de uma ulcera na perna que cicatrizou a

espécie nao foi identificada.
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As lesdes na orelha em dois dos pacientes apresentaram caracteristicas diferentes,
sendo que uma tratava-se de lesdo infiltrativa granulomatosa destrutiva, a qual nio foi
possivel identificar a espécie relacionada a infec¢do e a outra uma lesdo nodular com centro
crostoso causada por L. amazonensis. Um paciente apresentou uma lesdo ulcerativa
granulomatosa, destrutiva nos labios inferiores e superiores, a espécie envolvida na infec¢ao
nao foi identificada.

Trés (8%) pacientes apresentaram ulceras verrucosas com superficie dspera ou com
crostas e a espécie envolvida foi a L. amazonensis em dois casos sendo que um dos casos a

lesdo estava na face e no terceiro caso nao foi possivel identificar a espécie.

Apenas dois (5,5%) pacientes apresentaram mais de uma lesdo e a espécie identificada
foi a L. braziliensis, sendo que ambos apresentaram resultado negativo no MST e positivo
na IHQ. O primeiro paciente apresentou trés ulceras de bordas elevadas e fundo granuloso

na perna, quadro sugestivo de LC localizada.

No outro caso, o paciente apresentou inicialmente uma lesdo ulcerada no antebraco e
posterior aparecimento de outras lesdes papulosas no couro cabeludo e no dorso nasal, além
disso, este paciente apresentou resisténcia ao tratamento com Glucantime® sendo necessério
realizar novo ciclo de tratamento com esse medicamento por 30 dias; a hip6tese diagndstica

nesse caso foi a de LCD.

Os quatro (11%) pacientes que apresentaram lesdes no nariz foram diagnosticados
como portadores de LM, e a espécie causadora da infec¢do em dois destes casos foram
identificadas como L. braziliensis, em um dos casos foi a L. guyanensis e em outro a espécie
nao foi identificada. Apesar de todos os pacientes avaliados no CREDESH-UFU serem
residentes em regides de Minas Gerais, alguns sdo procedentes de outros estados. Um dos
pacientes com perfurac@o septal era procedente de Tasso Fragoso (MA), e o paciente com
resultado de identificacdo de espécie para L. guyanensis era procedente da cidade de

Torixoréu (MT).

Em dois (50%) dos casos de LM os pacientes ndo responderam adequadamente ao
tratamento convencional com Glucantime®, e foram encaminhados ao setor de Moléstias
Infecciosas do HC-UFU para tratamento com anfotericina b lipossomal. Um desses casos
trata-se de um paciente de 37 anos com histoéria clinica de LC aos cinco anos (ndo tratada),
com recidiva aos treze anos de idade e tratamento irregular com Glucantime®, quando

residia no Maranhao. No momento da coleta das amostras apresentava manifestacdo clinica
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de LM com viérias recidivas, e resisténcia ao tratamento convencional com Glucantime® e

também a Anfotericina B lipossomal. A espécie identificada nesse caso foi L. braziliensis.

Dos pacientes diagnosticados com LM apenas o do caso descrito no paragrafo anterior

realizou o MST, com resultado positivo (13mm).

5.3.1. Teste de Montenegro e Anatomopatologico

Dentre os 25 pacientes que realizaram o MST, 12 pacientes (48%) apresentaram
resultado positivo (=5mm) e 13 negativos (52%) e dos 30 foram submetidos a bidpsia para

realizacdo de anatomopatologico, apenas dez (33,3%) tiveram resultado positivo para LTA .

Na figura 11 estdo representados os testes diagndsticos que os pacientes avaliados

foram submetidos e seus resultados.
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Figura 12. Representacio dos testes diagnosticos que os pacientes foram submetidos e
seus resultados

5.5. Avaliacao dos Métodos Diagnoésticos

Das 41 amostras utilizadas nesta avaliacdo, 11 amostras foram consideradas
verdadeiras negativas, 10 destas amostras eram dos pacientes com diagndstico de hanseniase
do bio banco de DNA CREDESH-UFU utilizados como controle negativo das reacdes € um
paciente com lesdo suspeita de LTA atendido no CREDESH-UFU o qual apresentou

resultados negativos para todos os testes utilizados neste trabalho.
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De acordo com o critério de consenso, 30/41 (73,1%) das amostras de pacientes
suspeitos de LTA foram consideradas verdadeiras positivas. Dessas, 11/30 (36,6%) foram
positivas nos quatro ensaios de PCR e no IHC, enquanto 11/30 (36,6%) apresentaram
resultado negativo do IHQ, mas foram positivos em todos os quatro ensaios de PCR. As oito
amostras restantes (26,6%) apresentaram resultados positivos em pelo menos trés ensaios de
PCR diferentes.

O resultado do célculo dos valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e

indice kappa estdo descritos na Quadro 3.

Quadro 3: Valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN) e indice kappa determinado pela analise dos resultados

da THQ e de quatro ensaios de PCR

Ensai Nimero Verdadei Nimero Verdadei
Di nsato de ercaceiros de eraaceiros  gensibilidade Especificidade VPP VPN KAPPA
iagnostico g Positivos . negativos
positives negativos
IHQ 15 15 26 11 50% 100% 100%  42% 0,349
13A/13B 24 24 17 11 80% 100% 100% 64% 0,682
PCR L150/152 27 27 14 11 90% 100% 100%  78% 0,828
HSP70 30 30 11 11 100% 100% 100%  100% 1
ITS 30 30 11 11 100% 100% 100% 100% 1

VPP:Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; Intervalo de confianga de 95%

Embora a IHQ tenha apresentado menor sensibilidade (50%) e VPN (42%) quando
comparado com os quatro testes de PCR, apresentou alta especificidade (100%) e PPV
(100%). O nivel de concordancia entre os resultados do consenso e a IHQ foi justo (k =
0,349).

A PCR-13A/13B apresentou menor sensibilidade quando comparado aos demais
ensaios de PCR. A concordancia entre os resultados do consenso com a PCR 13A / 13B foi
substancial (k = 0,682) (Quadro 3).

A PCR-L150/152 apresentou maior sensibilidade (90%) quando comparado a PCR-
13A/13B (Quadro 3). A especificidade, VPP e VPN foram 100%, 100% e 78%,
respectivamente. O nivel de concordancia entre os resultados do consenso e a PCR
L150/152 foi perfeito (k=0,828).

A PCR-HSP70 e PCR-ITS1 apresentaram resultados semelhantes, 100% de valores de
sensibilidade e especificidade. VPP e VPN para estes ensaios também foram de 100%
(Quadro 3). O nivel de concordancia entre os critérios de consenso e esses resultados de

PCR foi perfeito (k = 1).

3/



Com base nos critérios estabelecidos neste trabalho, os iniciadores HSP70 e ITS1
demonstraram o melhor desempenho para o diagndstico de Leishmania sp em amostras de
pele de pacientes suspeitos para LTA, apresentando os melhores valores de sensibilidade,

especificidade, VPP e VPN.
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6. Discussao

No Brasil, a LTA apresenta uma ampla distribuicio com casos em todas as regides do
pais, e ¢ uma infeccdo dermatoldgica de grande magnitude devido ao envolvimento
psicolégico e risco de ocorréncia de deformagdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
Autores sugerem que a incidéncia da LTA no Brasil pode estar subestimada, sendo que
cerca de 26.008 casos /ano de LTA foram relatados no Brasil no periodo de 2003 a 2007 e
acredita-se que o valor real esteja entre 72.800 e 119.600 casos/ano (ALVAR et al., 2012).

A PCR-13A/13B nas condi¢des utilizadas neste trabalho apresentou alta sensibilidade
e especificidade, no entanto, sua sensibilidade foi menor quando comparada as outras trés
reacoes de PCR. Estudos anteriores sugerem melhores taxas de sensibilidade quando os
iniciadores 13A/13B sdo utilizados para o diagnostico das leishmanioses, em relacdo aos
iniciadores LITS1/L5.8S (KOLTAS et al., 2016). Nesse mesmo estudo produto da PCR-
13A/13B nao foi digerido pela enzima de restricdo Haelll, motivo pelo qual o PCR-RFLP
13A/13B ndo foi realizado em nosso estudo (KOLTAS et al., 2016). Alguns fatores
poderiam explicar essas diferentes taxas de sensibilidade entre os estudos, como os
diferentes padrdes consensos considerados, regides geograficas distintas e o tempo de

infeccdo, o que poderia afetar as cargas parasitos (KOLTAS et al., 2016).

A PCR-L150/152 foi capaz de amplificar pequenas quantidades de DNA de
Leishmania, correspondentes a menos de meio parasito por reacdo. Esses resultados
corroboram com Koltas e colaboradores (2016), que diagnosticaram menos de 0,01

Leishmania por reacao de PCR utilizando iniciadores para regides do kKDNA do parasito.

A PCR-13A/13B e PCR-L150/152 apresentaram alta sensibilidade e especificidade. A
alta sensibilidade da reacdo pode estar relacionada aos iniciadores, que visam as sequéncias
de minicirculo de kDNA conservadas, por possuirem elevado nimero de copias(~10,000 a
20,000 minicirculos por célula no genoma de Leishmania) e o tamanho pequeno dos
produtos de PCR (120 pb), que podem ser amplificados eficientemente usando poucas
quantidades de amostras clinicas (LACHAUD et al.,2003). Por isso, ensaios de PCR
utilizando estes iniciadores, em especial L150/L152, podem ser uma boa opg¢do para o

diagnostico das leishmanioses ao nivel de género.

Em nossas condi¢des, a PCR-HSP70 e PCR-ITS1 apresentou o melhor desempenho
para o diagnostico de Leishmania sp em amostras de pele, levando em consideracdo a
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sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e k. As duas reagdes amplificam regides
conservadas do DNA de Leishmania com alta sensibilidade e especificidade (100%), o que
torna seu uso no diagnostico rotineiro da LTA confidvel, uma vez que regides com
polimorfismos altos podem levar a resultados falsos negativos. Da mesma maneira, outros
autores demonstraram altas taxas de sensibilidade e especificidade da PCR-ITS1 e PCR-
HSP70, em comparagdo com outros ensaios de PCR e métodos de convencionais de
diagnéstico (DE ANDRADE et al., 2006; GARCIA et al.,2004; GRACA et al., 2012;
MOUTTAKI et al., 2014). Além disso, os produtos da PCR que utiliza esses iniciadores

permitiram a identificacao de espécies de Leishmania através de RFLP.

Em 96,7% das amostras avaliadas o resultado foi positivo para LTA. Este dado,
amplamente apoiado pelos resultados da PCR genérica, refor¢a a importancia da inclusao do
diagnostico molecular da LTA em pacientes com lesdes cutdneas e caracteristicas
epidemioldgicas clinicas sugestivas da doenca, especialmente em areas com sobreposicao de
ocorréncia de doencas com apresentacdo clinica similar, como hanseniase,
paracoccidioidomicose e esporotricose (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO 2010;
REITHINGER et al., 2007).

Todas as amostras foram positivas na PCR com os iniciadores de f-ACTH. A B actina
¢ expressa constitutivamente em células humanas em condicdes fisiologicas normais e, €
frequentemente utilizada como gene constitutivo em estudos de expressao génica e controle
de extracdo de DNA (LIN, 2012). Os resultados obtidos pela PCR de 3-ACTH confirmam a
presenca do DNA extraido das amostras de pele, e excluem a possibilidade de resultados
falso-negativos pela auséncia de DNA nas reacdes. Assim, a PCR com iniciadores de [-
ACTH apresentou bom desempenho e pode ser utilizada como controle interno para o

diagnostico molecular da LTA em amostras humanas.

Todas as reagdes de PCR para Leishmania apresentaram resultados negativos nas
amostras de DNA dos pacientes com hanseniase, sem suspeita clinica de LC, além disso, um
dos pacientes com suspeita de LTA foi negativo em todos os testes e foi diagnosticado com
hanseniase. Estes resultados demonstram a especificidade das reacdes de PCR propostas
para o diagndstico da LTA, e sugerem que ndo houve anelamento inespecifico dos
iniciadores com sequéncias de DNA de Mycobacterium leprae. Este fato é relevante, uma
vez que a especificidade de um determinado método de diagnéstico € primordial para o
estabelecimento de protocolo terap€utico apropriado no caso de doengas infecciosas,

especialmente aquelas com manifestacdes clinicas semelhantes (REITHINGER et al., 2007).
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Autores sugerem que a PCR-RFLP usando iniciadores L150/152 € capaz de
diferenciar entre L.amazonensis, L.braziliensis e L.infantum de pacientes humanos e caninos

(DE ANDRADE et al.,2006; VOLPINI et al., 2004).

Em nosso estudo, a RFLP usando o produto da PCR-L150/L152 apresentou padrdes
de digestdo diferentes dos demonstrados por Andrade e colaboradores (2006) para
L.amazonensis e L.infantum, e padrdes de digestdo semelhantes para L.braziliensis. A
PCRRFLP L150/L152 possibilitou a diferenciacdo entre L.amazonensis, L.braziliensis e
L.infantum, porém ndo foi capaz de diferenciar L. guyanenis de L. braziliensis. Este
resultado sugere que a PCR-RFLP usando esses iniciadores ndo é capaz diferenciar entre
estas duas espécies pertencentes ao complexo L. braziliensis. Assim seu uso em areas de

ocorréncia concomitante dessas espécies deve ser cuidadosamente avaliado.

A PCR-RFLP com o iniciadores HSP70 permitiu identificar as espécies em 70% das
amostras positivas destas 64,3 % amostras foram caracterizadas como L.braziliensis, 32,2%

foram caracterizadas como L. amazonensis e 3,5% como L.infantum.

O padrao de bandas encontradas em nosso trabalho para as espécies L. braziliensis, L.
amazonensis, L. infantum e L. guyanensis no HSP70 PCR-RFLP foi semelhante ao obtido
em estudo prévio (GRACA et al.,2012). Além disso, esses padroes de bandas geradas apos a
digestdo de Haelll permitiram diferenciar claramente as espécies Leishmania, o que torna
vidvel o uso da PCR-RFLP HSP70 na rotina da identificacdo dos agentes causadores da

LTA.

Varios estudos sugerem a alta sensibilidade e especificidade do PCR-RFLP HSP70 no
diagnostico da LTA (DE ANDRADE et al., 2006; GARCIA et al.,2004 MOUTTAKI et al.,
2014). Graga et al. (2012) demonstraram que o par iniciadores usado em nosso estudo pode
discriminar eficientemente entre todas as espécies circulantes de Leishmania no Brasil.
Além disso, quando comparado ao ensaio de eletroforese de enzima multilocus, considerado
como padrdo-ouro para a identificacdo de espécies de Leishmania, os resultados obtidos pelo

PCR-RFLP HSP70 tiveram total concordancia (DA SILVA, 2010).

A regido do gene HSP70 escolhida para a amplificacdo € uma regido conservada, que
apresenta alguns polimorfismos génicos, que podem ser utilizados para diferenciar as
espécies de Leishmania através do sequenciamento do gendmico. O resultado do
sequenciamento das amostras confirmou aquele obtido na analise da PCR-RFLP HSP70 das

amostras, tanto para os padrdes de Leishmania obtidos de culturas axénicas quanto para as
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amostras dos pacientes. Este resultado confirma a efici€ncia e a confiabilidade da PCR-
RFLP HSP70 para o diagndstico e diferenciacdo entre as espécies da LTA mais comuns no
Brasil. Por isso, esse ensaio diagnostico poderia ser utilizado como uma ferramenta eficaz
para o diagnéstico e identificacdo das espécies causadoras da LTA por toda a rede de

assisténcia do SUS, independente da regido geografica do pais.

Mouttaki e colaboradores (2014) demonstraram excelentes resultados de sensibilidade
e especificidade (100%) da PCR utilizando iniciadores para a regido ITS1, em comparacdo

com outros ensaios de PCR e métodos de diagndstico.

Autores demonstraram padrdes de bandas similares aos encontrados para as espécies
testadas neste estudo, usando a restricdo de ITS com a enzima Haelll (SCHONIAN et
al.,2003, MONROY-OSTRIA et al., 2014). Através da RFLP utilizando o produto da PCR-
ITS1 foram identificadas em 60% das amostras positivas para Leishmania sp. Destas 75%
foram caracterizadas como L.braziliensis, 16,6% como L. amazonensis, 4,2% como

L.guyanensis e 4,2% como L.infantum.

A PCR-RFLP ITS1 utilizando diferentes enzimas de restricdo como Rsal e Haelll tem
sido usada para estudos de polimorfismos e identificacdo de espécies de Leishmania do
Velho e Novo Mundo, e a maioria destas sdo distinguidas por esta técnica (CUPOLILLO et
al., 2003; EL TAI et al.,2001; GARCIA et al., 2004). No entanto, em alguns casos, mais de
uma enzima de restricdo é necessaria para distinguir melhor algumas espécies (ROTUREAU

et al.,2000).

Autores sugerem que a restricdo dos produtos da PCR- ITS1 com Haelll ndo foi
suficiente para distinguir todas as espécies no subgénero Viannia, especialmente
L.braziliensis/L.naiffi e L. lainsoni/L.guyanensis (ROUTUREAU et al.,2006). Em nosso
estudo, apesar do padrdao de bandas de L. braziliensis e L. guyanensis ser semelhante, foi
possivel diferencia-las quando foi utilizado um gel com uma concentragdo superior a usada
rotineiramente para visualizacdo dos produtos da PCR genérica. Dessa forma, enfatiza-se
que mesmo sendo viavel a utilizagdo da PCR-RFLP utilizando os iniciadores LITSR/LS5.8S
para diferenciacdo das espécies de Leishmania, o seu uso na rotina do diagndstico pode

exigir uma interpretacao criteriosa dos resultados.

Nossos resultados mostraram concordancia perfeita entre a PCR-RFLP HSP70 e PCR-
RFLP ITS1. Da mesma forma, Graca et al. (2012) encontraram baixa discrepancia (6,5%)

quando compararam os resultados destas duas técnicas.
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Leishmania braziliensis foi a espécie mais frequente identificada neste trabalho. A
IHQ apresentou menor sensibilidade e VPN quando comparado aos quatro ensaios de PCR,
entretanto, apresentou alta especificidade e VPP. Nossos resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Marques e colaboradores (2017), que analisaram bidpsias de pele de
pacientes com diferentes formas clinicas de LTA submetidas a IHC e obtiveram baixa
sensibilidade relativa (70,5%), quando comparadas a PCR. Apesar disso, autores sugerem
que o IHC € uma das técnicas mais importantes para o diagndstico de LTA no Brasil, porque
¢ mais sensivel do que os testes histoldgicos convencionais, apresenta alta concordancia com
o MST e pode ser empregado para o diagnoéstico de diferentes formas clinicas de LTA

(MARQUES et al., 2017; ALVES et al., 2013).

Outros estudos sugerem que a IHQ pode contribuir significativamente para o
diagnostico parasitologico de LTA, uma vez que se trata de método diagndstico sensivel
para a deteccdo de formas de amastigotas em tecido com lesdes causadas por LC ativa

(QUINTELLA et al.,2009).

A THQ, o MST e o teste anatomopatoldgico apresentaram positividade inferior quando
comparados aos quatro ensaios de PCR. ESPIR e colaboradores (2016), em um estudo de
avaliacdo de diferentes métodos de diagnostico de LTA na Amazdnia legal brasileira,
encontraram 60% de positividade no MST, valor superior ao descrito na rotina de
atendimento do CREDESH-UFU. Os autores descrevem as mesmas dificuldades
encontradas pela equipe do CREDESH-UFU na realizacdo do MST, uma vez que muitos
pacientes ndo voltam para realizar a leitura do resultado, ou ndo retornam no periodo correto
(48 horas). Outro fator que reflete a dificuldade de diagnéstico da LTA é que ndo foi
possivel a realizacio do MST em todos os pacientes, pois durante a realizacdo da pesquisa

houve falta de insumos fornecidos pelo SUS para realizacio do teste.

O MST ¢€ descrito como sendo um método sensivel e especifico, porém geralmente
apresenta resultado positivo para as formas localizadas e negativo nas formas anérgicas. Um
teste positivo suporta o diagndstico, mas um teste negativo ndo o exclui (TORRES et al.,
2017).

As caracteristicas histopatologicas da LTA variam de um infiltrado inflamatério de
células mononucleares e neutréfilos, a reacdes granulomatosas com ou sem necrose o que
dificulta o diagnéstico. Estudos tentaram estabelecer a importancia da histopatologia no
diagnéstico da LTA, no entanto, diferentes achados morfologicos foram encontrados, sem o

estabelecimento de um padrdo. Em razdo disso, a anélise histopatoldgica das lesdes ndo deve
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ser utilizado como primeira op¢ao para o diagnoéstico de rotina da LTA (VENTAKARAM et
al.,2001; RAHMAN,2006).

Os dados epidemioldgicos encontrados neste trabalho estdo de acordo com as
estatisticas demonstradas na literatura, sendo que a maioria dos casos foi diagnosticada em
homens, o que estd de acordo com os dados notificados ao SINAN em 2015, em que 72,9%
dos casos de LTA diagnosticados no Brasil no ano de 2015 foram em homens.

A espécie encontrada como principal causadora da LTA na regido estudada foi a L.
braziliensis seguida da L. amazonensis. Este resultado era esperado, uma vez que L.
braziliensis é endémica na América Latina e é a espécie predominante no Brasil

(MEDEIROS et al.,2002; PEREIRA et al.,2017; QUEIROZ et al.,2012).

Estudos anteriores encontraram resultados semelhantes em pacientes com lesdes
cutaneas suspeitas de LTA da Bolivia com 96,4% das amostras identificadas foi L.

braziliensis (GARCIA et al.,2004).

Na maioria dos casos, as lesdes estavam nos membros superiores ou inferiores e todas
estavam em areas expostas do corpo, dados que corroboram com o descrito por outros
autores, que sugerem que as lesdes geralmente sdo encontradas em partes mais expostas do

corpo (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010).

A maioria dos pacientes apresentaram manifestacdes clinicas sugestivas de LC
localizada, e este resultado era esperado, uma vez que a LCL representa a forma mais
frequente da doenga (GOTO; LINDOSO 2010).

Apesar da maioria dos pacientes com diagndstico de LCL apresentarem les@o unica,
com caracteristicas da lesdo classica com bordas bem delimitadas e elevadas, com fundo
granuloso, muitos apresentaram lesdes com caracteristicas diferentes, pois conforme ja
descrito anteriormente as manifestacdes clinicas e gravidade da doenca estdo condicionadas
a resposta imune do individuo infetado e a espécie do parasito envolvido na infec¢do

(ALVAR 2006).

Estes dados confirmam o descrito por Silveira et al. (2004) que descreveram que na
LCL, além da lesdo ulcerada, alguns pacientes podem apresentar outros tipos de
manifestacdes cutaneas, como lesdes vegetativas verrucosas, papulas, ndédulos e infiltracoes.
Além disso, em pacientes com lesdes causadas por L. amazonensis verifica-se uma grande
infiltracdo na borda da lesdo, devido a um denso infiltrado de macréfagos vacuolados na
derme que estdo cheios de amastigotas e que ddo ao infiltrado a aparéncia de um granuloma
macrofagico (SILVEIRA et al., 2004).
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Quatro (11%) dos pacientes com suspeita de LTA foram diagnosticados com LM,
estes dados corroboram com os descritos na literatura, que demonstram que as taxas de LM
variam de 3% a 20% em areas endémicas (HANDLER, 2015). A L. braziliensis foi
identificada em dois destes casos como espécie causadora da infec¢do, conforme ja esperado
pois a LM tem como agente etioldgico principal a L. braziliensis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Em apenas um dos casos foi levantada hipdtese diagnoéstica de LD, e a espécie
identificada como sendo a envolvida na infeccdo foi a L. braziliensis. Este paciente
apresentou MST negativo e resisténcia ao tratamento com o Glucantime. A histéria clinica
desse paciente estd em concordancia com as informagdes apresentadas por, Frangca Costa et
al. (2012), que descrevem a LD como uma apresentacdo clinica rara, caracterizada pela
presenca de multiplas lesdes e pela predominancia de pdpulas, lesdes acneiformes e alta
frequéncia de envolvimento de mucosas. Além disso, os pacientes com LD mostram
inibicdo dos mecanismos imunoldgicos mediados por células, resultando em respostas

negativas no MST.

A PCR demonstrou ser o método mais sensivel, com maior capacidade de detectar
individuos doentes, além disso, os iniciadores testados demonstraram ndo apresentar reacao

cruzada com o Micobacterium leprae.

Além disso, quando agrupados os dados referente as formas e manifestacdes clinicas
da LTA com a identificacdo das espécies causadoras da infeccdo pode-se observar uma

concordancia com os dados apresentados na literatura de uma forma geral.

Levando em conta os resultados do limite de deteccio das quatro reagdes, € as
caracteristicas operacionais, como a possibilidade de utilizar o mesmo par de iniciadores
para identificacdo e diferenciacdo de espécies, com utilizacdo de eletroforese e visualizacio
do produto da PCR nas mesmas condi¢des para o diagndstico e diferenciacdo de espécies, e
facilidade na interpretacdo dos dados, em nossas condicdes, a PCR e a PCR-RFLP com o
HSP70 demonstraram o melhor desempenho tanto para o diagndstico de rotina de LTA,
como para a subsequente diferenciacdo de espécies de Leishmania envolvidas nos casos

confirmados.

Os iniciadores HSP70 e ITS1 podem ser indicados tanto para o diagnostico de género

quanto para a identificacdo das espécies de Leishmania envolvidas na infec¢do, porém
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recomendamos o uso preferencial dos iniciadores HSP70, que oferece resultados confiaveis

e de facil interpretacdo.
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7. Conclusao

A PCR demonstrou melhores resultados quando comparada com os métodos

diagndsticos utilizados na rotina do CREDESH-UFU.

As reacdes de PCR apresentaram bom desempenho para identificacdo de
Leishmania, com alta sensibilidade, alta especificidade e concordancia variando de

substancial a perfeita entre as técnicas.

As reacdes de PCR com melhores indices de sensibilidade, especificidade, VPP,
VPN e k para identificacdo de Leishmania foram as que utilizaram os iniciadores

HSP70 e LITSR/L5.8S (ITS1).

A RFLP com os produtos da amplificacio da PCR-L150/152 ndo foi capaz de

distinguir as espécies de L. braziliensis e L. guyanensis.

A RFLP com os produtos da amplificacdo da PCR-HSP70 e PCR-ITSI1 foi capaz de

identificar as espécies de Leishmania em amostras de pacientes positivos para LTA.

A RFLP com os produtos da amplificacdo PCR-HSP70 apresentou o melhor

desempenho para diagnostico e identificacdo das espécies avaliadas neste estudo.

L. braziliensis € a principal espécie envolvida nos casos de LTA dos pacientes do

CREDESH-UFU, e a forma clinica diagnosticada com maior frequéncia foi a LCL.
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APENDICE

Paciente Montenegro IHC  Iniciadores Iniciadores Iniciadores Espécie Iniciadores Espécie
13A/13B L150/152 HSP70 LITS1

2 + - + + + L.braziliensis + L.braziliensis

4 + - + + + L.amazonensis +

6 + + - + + L.braziliensis + L.braziliensis

8 + + + + + L.braziliensis + L.braziliensis

10 - - + + + L.amazonensis +

12 - + + + + L.braziliensis + L.braziliensis

14 + + - + + L.braziliensis + L.braziliensis

16 - + + + + L.braziliensis + L.braziliensis

18 - + + + + L.braziliensis + L.braziliensis

20 - NR + + + L.braziliensis + L.braziliensis

22 + + + + + L.braziliensis + L.braziliensis

24 + NR + + + +

26 NR NR + - + +

28 NR NR NR + + + L.braziliensis

30 NR + + + + + L.braziliensis

32 NR + + + + L.infantum + L.infantum

34 NR NR + + + +

36 NR - + + + +

38 NR - + + + + L.guyanensis

40 NR - - + + L.braziliensis +

Quadro 4. Representacao de todas as amostras avaliadas, testes realizados e seus
resultados. NR: Nio realizado; + : Resultado Positivo; - : Resultado Negativo.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.010.572

Apresentacao do Projeto:

O protocolo de pesquisa intitulado "DIAGNOSTICO MOLECULAR DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM PACIENTES ATENDIDOS NO CENTRO DE REFERENCIA EM HANSENIASE E
DERMATOLOGIA SANITARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, CREDESH- UFU", a ser
desenvolvido em sede de pés-graduacao pretende padronizar o diagndstico molecular e identificar as
espécies de Leishmania causadoras da LTA (Leishmaniose Tegumentar Americana) nos

pacientes atendidos no Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase e Dermatologia Sanitaria da
Universidade Federal de Uberlandia, CREDESH/UFU. Esclarecem os pesquisadores que o diagnéstico
definitivo da LTA deve ser baseado em dados

clinico/epidemiolégicos associados ao diagnostico laboratorial, que consiste principalmente de testes diretos
como o exame direto de laminas de raspado de lesdes, cultura, exames histopatoldgicos, e soroldgicos
como a intradermorreacao de Montenegro. Entretanto estes métodos possuem baixa sensibilidade. O
tratamento atualmente utilizado para as LTA é potencialmente téxico e pode gerar varios eventos adversos,
incluindo o 6bito. Para isso, é de fundamental importancia que o diagnostico seja realizado com a maior
rapidez e acurdcia. Dentre
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as técnicas utilizadas o diagnostico molecular feito através da PCR (Reacédo em cadeia da polimerase)
possui elevada sensibilidade e especificidade se revelando uma ferramenta promissora para o diagndéstico
da LTA. A hip6tese é que o uso de técnicas moleculares que identifiquem as espécies causadoras da LTA
pode aumentar a acuracia do diagndstico e sua utilizagao na rotina pode reduzir o custo e tempo de
tratamento dos pacientes no ambito do SUS.

METODOLOGIA: O Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase e Dermatologia Sanitaria da
Universidade Federal de Uberlandia (CREDESH/UFU) atende na sua rotina pacientes da macrorregido de
Uberlandia com suspeita de LTA. Estes pacientes sdo submetidos ao exame clinico seguido do teste de
Montenegro. Quando estes pacientes se apresentarem para realizar exames de rotina serdo abordados
pelos pesquisadores que explicardao os beneficios e riscos da participagdo na pesquisa. Além dos exames ja
realizados na rotina, serdo coletados dois fragmentos da lesdo por bidpsia pela equipe médica do
CREDESH-UFU, sendo que um sera fixado em formalina tamponada a 10% e outro conservado em
nitrogénio liquido. Os fragmentos serdo encaminhados para o Laboratério de Bioensaios em Leishmania da
UFU, para realizagdo de testes moleculares e imuno-histoquimicos. Além das analises laboratoriais serdo
coletados dados dos prontuarios dos pacientes com suspeita de LTA, atendidos no CREDESH/UFU no
periodo de 2017 a 2018 para caracterizagdo da clinicoepidemiolégica dos casos atendidos. Os dados a
serem coletados incluem cidade de origem, sexo, idade, tratamento, ocorréncia de recidiva, exames a que
foram submetidos e seus resultados.

CRITERIOS DE INCLUSAO: Ser4o inclusos pacientes de ambos os sexos, com idade entre 18 e 85 anos
com suspeita de LTA atendidos no CREDESH-UFU e que forem submetidos a coleta de fragmentos de
lesdo por biopsia pela equipe médica do CREDESH-UFU, no periodo de 2017 a 2018.

CRITERIOS DE EXCLUSAO: Serdo excluidos pacientes que ndo forem submetidos a coleta de fragmentos
de lesao por bidpsia pela equipe médica do CREDESH-UFU.

Objetivo da Pesquisa:
Segundo o projeto:
Objetivo Primério: Padronizar o diagndstico molecular e identificar as espécies de Leishmania
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causadoras da Leishmaniose Tegumentar nos pacientes atendidos no
Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase e Dermatologia Sanitaria da Universidade Federal de
Uberlandia, CREDESH/UFU.

Objetivo Secundario: * Padronizar o diagnoéstico molecular para LTA em amostras de pacientes atendidos no
CREDESH-UFU.- Identificagao, por testes moleculares,

das espécies envolvidas nos casos clinicos de LTA em amostras de pacientes atendidos no CREDESH-
UFU.-» Comparar os resultados dos métodos moleculares com utilizados no diagnéstico da LTA na rotina de
atendimento do CREDESH/UFU e com os testes imuno-histoquimicos. Caracterizar o perfil clinico
epidemiolégico dos casos de LTA atendidos no CREDESH/UFU.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

Riscos: O primeiro esta relacionado a coleta das amostras, mas a equipe esclarece que serao coletadas por
bidpsia de pele no CREDESH por profissional qualificado, experiente e com habilitagao profissional. Outro
risco que o participante da pesquisa esta sujeito é o de revelagdo da sua identidade, porém a equipe
executora se compromete a manter sigilo absoluto em relagao as informacgdes referentes ao diagndstico
realizado e as obtidas nos prontuarios.

Beneficios: A LTA produz um amplo espectro de lesdes, 0 que torna o diagnéstico clinico nem sempre
simples ou imediato, pois a doenga pode ser inicialmente confundida com outras dermatoses levando a um
diagnéstico errdneo e tratamento inadequado. A determinacao das espécies envolvidas na infeccao é de
suma importancia para determinar as drogas para o tratamento da infec¢do, principalmente em casos de
recidivas, uma vez que algumas espécies de Leishmania podem apresentar maior resisténcia aos
medicamentos. O tratamento medicamentoso previne a evolucao da doenca para formas mais destrutivas e
graves, sendo potencialmente téxico e podendo gerar varios eventos adversos. Assim, é de grande
necessidade e importancia a investigacdo de métodos diagndsticos mais sensiveis que possibilitem
identificar as diferentes espécies de Leishmania envolvidas na infecgéo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa demonstra relevancia académica.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
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Termos devidamente anexados (folha de rosto, links para curriculo, termo de compromisso, declaracao de
co-participantes, TCLE, instrumento de coleta de dados sociodemograficos); cronograma e orgcamento
adequados.

Recomendacoées:

N&o ha.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
PENDENCIAS:

A) A equipe nao apresenta calculo amostral que justifique o recrutamento de 80 (oitenta) participantes da
pesquisa, nem esclarece o nimero minimo necessario para manutencgao da pesquisa.

Responder as pendéncias em um documento (WORD][.doc] ou .pdf) anexo e alterar no corpo do projeto os
tépicos que forem diretamente impactados pelas respostas as pendéncias.

CASO O PESQUISADOR NAO ANEXE ESTE DOCUMENTO COM O DETALHAMENTO DAS RESPOSTAS
AS PENDENCIAS, O PROTOCOLO SERA DEVOLVIDO AO PESQUISADOR SEM TER SIDO ANALISADO
PELO CEP E PERMANECERA COM PENDENCIAS.

O pesquisador tem prazo de 30 dias para responder a(s) pendéncia(s). Apds este prazo o mesmo deverd

submeter Novo PROTOCOLO de pesquisa para avaliagdo pelo sistema CEP/CONEP.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
OBS: o CEP/UFU informa que a recorréncia de uma mesma pendéncia por trés vezes acarretara na "NAO
APROVAGAOQ" do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 15/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 672217.pdf 11:21:56
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Projeto Detalhado / |Projeto_Plataforma_Brasil.docx 15/03/2017 |Fernanda Cristina Aceito

Brochura 11:21:30 |Assis Silva

Investigador

TCLE / Termos de | Termo_Consentimento_livre.docx 09/03/2017 | Fernanda Cristina Aceito

Assentimento / 11:49:23 | Assis Silva

Justificativa de

Auséncia

Recurso Anexado INSTRUMENTO_COLETA DADOS.doc| 09/03/2017 |Fernanda Cristina Aceito

pelo Pesquisador 11:37:43 | Assis Silva

Declaragao de Declaracao_coparticipacao.pdf 09/03/2017 [Fernanda Cristina Aceito

Instituicao e 11:36:59 | Assis Silva

Infraestrutura

Declaragéo de termo_compromisso_equipe_executora. | 07/12/2016 |Fernanda Cristina Aceito

Pesquisadores pdf 11:17:42 | Assis Silva

Folha de Rosto folha_rosto_assinada.pdf 07/12/2016 |Fernanda Cristina Aceito
11:16:54 | Assis Silva

Outros Lattes_equipe_executora.docx 31/10/2016 | Fernanda Cristina Aceito
17:06:04 | Assis Silva
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