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Iglesias J. Avaliacio do ensaio imunoenzimatico empregando fracoes soluvel e
enriquecida com membrana de cepa infectiva de Leishmania (Viannia) braziliensis para
o diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana. Rio de Janeiro, 2009. 60 f.
Dissertagdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Introduc¢io: O diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é baseado na
visualiza¢do ou no isolamento em cultura, ambos sdo procedimentos demorados ¢ com baixa
sensibilidade. Alternativamente, devido a praticidade de execugdo o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) pode ser utilizado para detec¢do de imunoglobulina G (IgG)
anti-Leishmania. Objetivo: Avaliar a acuricia e a confiabilidade do ensaio imunoenzimatico
(ELISA) com fracdes soluvel (FS) e enriquecida com membrana (FM) de cepa em fase
infectiva e ndo infectiva de Leishmania (Viannia) braziliensis para o diagndstico da LTA.
Método: Estudo de validacdo de 152 amostras de soro, 76 de pacientes com LTA
(diagnosticados por imprint, histopatologia ou cultura) e 76 controles com outros
diagndsticos, selecionados randomicamente de uma coorte de 400 individuos investigados em
um centro de referéncia no Rio de Janeiro, Brasil, entre 2005 e¢ 2007. Para avaliar a
confiabilidade (CCI), amostras randomicamente selecionadas foram testadas duas vezes e de
forma mascarada para cada fragdo antigénica. Foram empregados antigenos obtidos de formas
promastigotas infectivas de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/02/R.787) em
fase estaciondria de crescimento. Foram estabelecidos cut-offs para cada antigeno empregado
utilizando-se graficos de Receiver Operating Characteristic Curve (Curva ROC) ¢ a
performance dos testes foi comparada através de areas sob a curva (AUC), sensibilidade,
especificidade, valores preditivo positivo e negativo (VPP e VPN) e razdes de
verossimilhanga (RV), utilizando-se o teste qui-quadrado e considerando-se valores de p <
0,05 como significativos. A confiabilidade foi analisada utilizando-se o coeficiente de
correlacdo intraclasse (CCI). A amostra foi testada quanto a infectividade através da infecc@o
em cultura de macrofagos (55°. passagem em cultura), lise pelo sistema complemento (7°.,
61° e 68", passagens em cultura) e producido de 6xido nitrico por Leishmania (5°., 32°. ¢ 66".
passagens em cultura). Resultados: Os Cur-offs foram 0,22 (FS) e 0,33 (FM). Ambas as
fragdes discriminaram bem os doentes com AUCs elevadas (p < 0,0001) e ndo houve
diferenga entre as fragcdes (p = 0,45). A sensibilidade foi 89,5% para ambas as fragdes ¢ a
especificidade foi 89,5 (FS) e 93,4 (FM); RV+ foi 8,5 (FS) e 13,6 (FM) e os CCIs foram
excelentes (FS: 0,96 ¢ FM: 0,90) A amostra permaneceu infectiva até a 68°. passagem,
apresentando 7,5% de formas metaciclicas infectantes. A diminui¢do na producdo de 6xido
nitrico indica que a cepa estava perdendo infectividade. Conclusdo: Ambos os antigenos da
cepa infectiva ofereceram excelente precisdo e acuracia diagnostica para LTA, sugerindo que
a escolha possa recair sobre a FS por aspectos de custo e praticidade de execucdo. A cepa ndo
perdeu a sua infectividade.

Palavras-Chave: 1. ELISA. 2. Leishmania (Viannia) braziliensis. 3. Confiabilidade e
Validade. 4. Estudos de validag@o. 5. Técnicas e procedimentos diagnosticos



Iglesias J. Evaluation of Immunoenzymatic Assay for diagnosis of American
Tegumentary Leishmaniasis using soluble and enriched membrane fractions from
infective Leishmania (Viannia) braziliensis. Rio de Janeiro, 2009. 60 f. Master [Science
Dissertation of Clinic Research of Infection Disease] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

ABSTRACT

Background: The diagnosis of American tegumentary leishmaniasis (ATL) is based on the
identification or isolation of the parasite, which is time-consuming and has low sensitivity.
Alternatively, due to feasibility an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) may be
used for the detection of anti-Leishmania 1gG. Objective: To evaluate the accuracy and
reliability of the ELISA using soluble (SF) and membrane-enriched (MF) antigen fractions
from an infective and non infective strain of Leishmania (Viannia) braziliensis. Methods:
Validation study of 152 serum samples, 76 from patients with ATL (diagnosed by imprint,
culture or histopathology) and 76 controls with other diagnoses, randomic selected of a cohort
of 400 individuals investigated at a referral center in Rio de Janeiro, Brazil, between 2005 and
2007. To assess reliability (ICC), randomic selected samples were tested twice and masked
with each antigenic fraction. Antigens used were obtained from infective promastigotes forms
of Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/02/R.787) in the stationary phase. Cut-off
values were established for each antigens employed based on Receiver Operating
Characteristic Curve (ROC curve) and the performance of the testes was compared by areas
under the curve (AUC), sensitivity, specificity, positive and negative predictive values (PPV
and NPV) and likelihood ratios (LR) were compared using chi-square test and considering
significant values of p < 0,05. Reliability was analysed with intraclass correlation coefficient
(ICC). Infectivity of the strain was tested by infection on macrophages culture (55°. passage in
culture), complement lysis (7°., 61°. e 68". passages in culture) e production of nitric oxide by
Leishmania (5°., 32°. ¢ 66°. passages in culture) Results: Cut-off values of 0.22 (SF) and 0.33
(MF) were defined. Fractions provided good discrimination between patients, with a large
area under the curve (p < 0.0001), and there was no difference between fractions (p = 0.45).
Sensitivity was 89.5% for both fractions and specificity was 89.5% (SF) and 93.4% (MF); +
LR was 8.5 (SF) and 13.6 (MF) and ICCs were excellent (SF: 0.96 and MF: 0.90). The
sample remain infective until 68", passage, showing 7,5% of metaciclicas forms. Decrease of
nitric oxide production reflects loss of infectivity of strain. Conclusion: Both antigens tested
provided precision and accuracy for the diagnosis of ATL, with SF being recommended due
to its lower cost and greater feasibility. Strain didn’t lost infectivity.

Key-words: 1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 2. Leishmania (Viannia) braziliensis.
3. Reliability and Validity. 4. Validation studies [type of studies]. 5. Diagnostic techniques and
procedures
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1. INTRODUCAO

AS LEISHMANIOSES: aspectos gerais

As leishmanioses constituem um grupo de doengas zoonoticas causadas por diferentes
espécies do género Leishmania, familia Tripanosomatidae. Sdo parasitas flagelados,
heteroxénicos, que se apresentam sob duas formas principais no seu ciclo evolutivo:
promastigotas, que possuem flagelo e vivem no trato digestivo de varias espécies de
flebotomineos e amastigotas, que sdo formas arredondadas, com flagelo rudimentar ndo
exteriorizado e que se localizam em células fagocitarias dos vertebrados, como o macréfago
(ALEXANDER et al. 1975; CHANG et al. 1976; HOMMEL, 1978; BREWSTER; BARKER, 2002).

Os flebotomineos sdo insetos hematdfagos, da ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae. Apenas um género, Lutzomyia, possui importancia na transmissao
das leishmanioses nas Américas (BASANO; CAMARGO, 2004). Apenas as fémeas possuem o
aparelho bucal adaptado para picar a pele dos vertebrados. Sua contaminagdo ocorre no
momento do repasto sanguineo quando ingere macrofagos parasitados. Em seu intestino essas
células se rompem e liberam as amastigotas, que se diferenciam em promastigotas e se
multiplicam na luz do tubo digestivo do inseto vetor. Ao fazer um novo repasto sanguineo
estas formas sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado. Pouco se sabe sobre seus criadouros,
podendo ser encontrados em fendas de rochas, cavernas, raizes do solo e de folhas mortas ¢
umidas, solo umido, detritos organicos e em decomposi¢do (REY, 1991; BASANO; CAMARGO,
2004).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) constitui um problema de satde
publica em 88 paises. E considerada pela Organizacio Mundial de Saude (OMS) como uma
das seis mais importantes doencas infecciosas. E uma doenca capaz de produzir
deformidades, afetando psicologicamente, socialmente e economicamente o individuo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

No Brasil, as principais espécies envolvidas no ciclo de transmissdo desta forma da
doenga sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia wellcome ¢ Lutzomyia migonei. Sendo que no Rio de Janeiro, as
principais espécies encontradas sdo Lutzomyia intermedia, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia

migonei (Ministério da Saude, 2007).



Ja foram encontrados como hospedeiros e possiveis reservatorios algumas espécies de
roedores, marsupiais e canideos silvestres. A infeccdo em animais domésticos (cdes, gatos,
eqliinos) ¢ comum, porém ndo héa evidéncias que estes animais atuem como reservatorios,
sendo considerados hospedeiros acidentais (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

A lesdo cutanea ulcerada unica é a forma mais comum de apresentagdo da doenca. A
ulcera ¢ indolor, de tamanho variavel, como bordas bem delimitadas, elevadas, fundo
granuloso e que sangra facilmente. As lesdes se localizam, preferencialmente, em areas
descobertas, como membros inferiores e superiores. Também podem ocorrer lesdes multiplas
(entre duas a dez) ou disseminadas, o que ¢ menos comum (OLIVEIRA-NETO, 1998).

As lesdes tendem a ser benignas, curando-se espontancamente (COSTA et al. 1987) ou
apos tratamento especifico (OLIVEIRA-NETO, 1998). Raramente as lesdes tomam um curso
progressivo, tornando-se graves.

A leishmaniose visceral humana (LV) ¢ uma doenga grave, potencialmente fatal caso
ndo seja instituido o tratamento adequado, sendo transmitida, no Brasil, por Leishmania
chagasi (MAURICIO et al. 2000). Acomete pessoas de todas as idades, sendo que na maior
parte das areas endémicas 80% dos casos ocorre em criangas menores de dez anos. Nos
centros urbanos a ocorréncia em jovens adultos vem ganhando importancia (SILVA et al.
2001).

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis ¢ apontada como a principal espécie no ciclo de
transmissdo de Leishmania chagasi no Brasil. Os reservatorios silvestres sdo constituidos por
raposas € marsupiais, enquanto o c@o ¢ o principal hospedeiro doméstico, servindo de fonte de
infec¢do para os vetores (GONTIIO; MELO, 2004).

Alguns sinais clinicos da LV sdo febre prolongada, hepatomegalia, esplenomegalia,

tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso e caquexia (GONTIO; MELO, 2004).

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

No Velho Mundo as espécies encontradas infectando o homem e causando a LTA s&o
Leishmania tropica, Leishmania major ¢ Leishmania aethiopica, consideradas endémicas na
area do Mediterraneo, Asia, subcontinente da india e Africa. No Novo Mundo existem pelo
menos quatorze espécies de Leishmania capazes de infectar o homem sendo endémica na
América do Sul e Central (exceto Chile ¢ Uruguai), onde ¢ conhecida como Leishmaniose

Tegumentar Americana (LTA) (DESJEUX, 1996; MARZOCHI et al. 1994; GRIMALDI et al.



1989). No Brasil sete espécies podem ser responsaveis pela doenga: Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania
(Viannia.) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania
(Leishmania) amazonensis.

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas por todo o Brasil, com maior
frequéncia nas regides Norte ¢ Nordeste. Entre 1985 ¢ 2005 foi verificada uma média anual de
28.568 casos autoctones de LTA no Brasil e em 2003 foi confirmada a autoctonia em todos os
estados brasileiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Na regido sudeste do Brasil, a LTA ¢é causada principalmente por Leishmania
(Viannia) braziliensis, responsavel pelas duas principais formas clinicas da doencga: cutinea e
mucocutinea. A transmissdo se da através da picada do inseto vetor infectado, envolvendo
predominantemente reservatorios silvestres. Entretanto, nas ultimas décadas, casos de LTA
tém ocorrido em 4areas ndo silvestres, peri-urbanas e urbanas, envolvendo reservatorios
domésticos (canideos e eqiiinos) e flebotomineos com habitos peridomiciliares para a
manuten¢do do ciclo parasitario (DIAS et al. 1977; MAYRINK et al. 1979; CUBA-CUBA et al.
1985; OLIVEIRA- NETO et al. 1988).

Quando o ser humano fixa residéncia proxima a mata, o flebotomineo se adapta a esse
ambiente e facilita a transmissdo do parasita a animais domésticos e seres humanos, nao
importando a idade, sexo ou atividade profissional. No processo epidemiologico classico o
ciclo ¢ mantido entre flebotomineos ¢ animais silvestres, sendo o homem um hospedeiro
acidental que se infecta quando penetra na mata. Nesta situagdo a maior parte dos infectados ¢
constituida de homens adultos em idade produtiva, sendo considerada uma doenga

ocupacional (LAINSON, 1983; TALHARI et al. 1988).

1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico considerado desejavel na LTA ¢ realizado através de métodos que tém
como objetivo a visualizagdo e/ou isolamento do parasita (GARHAM, 1971; FURTADO, 1980).
O método direto mais utilizado consiste na escarificacdo da borda de lesdo visualizando-se
formas amastigotas no tecido. E uma técnica rapida e de baixo custo. Porém, nas formas
cutdneas € mucocutaneas a escassez de parasitas na lesdo justifica a baixa sensibilidade do
teste (77% - LOPEZ et al. 1993; 62% - PIRMEZ et al. 1999). Por isso, a utilizagdo de diferentes

métodos em conjunto, como o cultivo de parasitas, o imprint (de fragmento de borda de lesdo)



e a histopatologia, podem contribuir para o diagnostico. O cultivo de parasitas a partir da
biopsia de lesdo pode ser feito in vitro ou in vivo. O cultivo in vitro exige meios de cultura
adequados, procedimentos de esterilizacdo do material empregado para que ndo ocorram
contaminagdes por fungos ou bactérias € um tempo de espera do crescimento do parasita para
a liberacdo do resultado (LOPEZ et al. 1993). O cultivo in vivo € feito através da inoculagdo em
animais de laboratorio susceptiveis, porém exige espago fisico e um infectorio apropriado
para abrigar esses animais, ndo sendo mais utilizado com fins diagnodsticos.

Nas situagdes em que a visualizagdo do parasita ndo ¢ possivel, outras ferramentas de
diagnostico sdo importantes como a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e testes
sorologicos.

A IDRM, teste de hipersensibilidade tardia, ¢ um método empregado por ter uma
sensibilidade de 82,4% (SHAW et al. 1975) a 100% (BARBOSA et al. 1972) tornando-se assim
importante para o diagnostico da leishmaniose tegumentar, especialmente quando causada por
Leishmania braziliensis (MONTENEGRO, 1926).

Além de ser uma ferramenta muito utilizada, ¢ muito importante no diagnodstico de
casos com envolvimento mucocutaneo, no qual se torna freqiientemente dificil ou impossivel
a demonstracdo do parasita (MARZOCHI et al. 1992; GONTIO et al. 2003). Porém, quando
utilizada sozinha, tem valor limitado e, portanto, quando possivel, deve ser empregada em
conjunto com outros métodos. Além disso, o teste se torna positivo em torno de quatro meses
apos o inicio da lesdo cutanea, mas ndo diferencia doenca atual e passada, permanecendo
positivo apds o tratamento. E, geralmente, negativo na forma cutinea difusa e em
imunodeprimidos (MONTENEGRO, 1926).

Em contrapartida, varios testes sorologicos podem ser utilizados para detec¢do de
imunoglobulina G (IgG) anti-Leishmania em amostras de soro e plasma de individuos
infectados. Os mais freqiientemente utilizados sdo a rea¢do de imunofluorescéncia indireta
(MAYRINK et al. 1967; SHAW et al. 1964; MARZOCHI et al. 1981; BADARO et al. 1983),
hemaglutinag@o indireta (ZUCHERMAN, 1975) e técnicas imunoenzimaticas como ELISA, Dot-
ELISA e Imunoblotting (HOMMEL et al. 1976,1978; VOLLER et al. 1976; BADARO et al. 1985).

O método mais utilizado é a imunofluorescéncia indireta. Técnica sensivel, mas com a
possibilidade de reagdes cruzada com Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas, e
Leishmania chagasi, responsavel pela leishmaniose visceral (KAR, 1995). Este teste apresenta
resultados variaveis por refletir a resposta do hospedeiro, seja pela baixa antigenicidade do

parasita ou pela baixa quantidade de anticorpos circulantes (MENDONCA et al. 1988).



O Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), cuja sensibilidade nos testes varia
de 65,4% (NASCIMENTO et al. 2003) a 100% (JUNQUEIRA PEDRAS et al. 2003), é utilizado com
sucesso por ser um teste rapido, que permite automatizagdo e a utilizacdo de antigenos
purificados

O resultado negativo na sorologia ndo significa auséncia de doenca e quando a reagdo
¢ positiva, os niveis de anticorpos tendem a ser baixos, exceto na leishmaniose mucosa e na
cutinea difusa (KAR, 1995). E comum um resultado negativo de sorologia em pacientes
imunossuprimidos ou com pouco tempo de evolugdo da doencga (até seis meses). Aqueles que
s80 positivos e possuem niveis de anticorpos mais elevados geralmente tém multiplas lesoes,
indicando uma maior imunogenicidade relacionada a uma maior exposi¢do antigénica
(GONTIO; CARVALHO, 2003). Geralmente os niveis de anticorpos diminuem ou desaparecem
apos a cura, podendo seu monitoramento ser utilizado como controle de cura (MARZOCHI et
al. 1980).

Em virtude das dificuldades existentes para o diagnostico definitivo da LTA através da
demonstragdo do parasita em tecidos ou em cultura (necessidade de pessoal treinado, métodos
diagnosticos trabalhosos e longo intervalo de tempo para obtengdo dos resultados) outros
métodos diagndsticos ganham importancia, como as técnicas moleculares (DEGRAVE et al.

1994).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) promove a ampliacdo do DNA parasitério e
tem apresentado uma sensibilidade em torno de 97% para a leishmaniose cutanea e 71% para
a leishmaniose mucosa causada por Leishmania braziliensis (PIRMEZ et al. 1999). Contudo,
deve-se ter cautela ao discutir o seu valor diagndstico, visto que o DNA parasitario pode ser
encontrado em cicatrizes (OLIVEIRA-NETO et al. 1998) e no sangue periférico, podendo ser
encontrado muitos anos apds a cura ou em individuos moradores de éarea endémica

(COUTINHO et al. 2002).

1.4 IMUNOPATOGENESE

A resposta imune do tipo celular ¢ importante na vigéncia da leishmaniose tegumentar
(ALMEIDA et al. 2003). A leishmaniose cutanea e mucosa possuem intensa resposta tipo 1,
associada a producdo de interleucina (IL-2), interferon (IFN-y) e fator de necrose tumoral

(TNF-0) (ScOTT et al. 1988, 1989). Por ser um parasita intracelular obrigatorio, a principal



defesa do organismo ¢ a partir do IFN-y, que estimula a ativacdo de macréfagos e a sintese de
derivados de O, (NO e H;0,) toxicos para a leishmania. Se ndo modulada a resposta tipo 1
pode ocasionar dano tecidual, enquanto a deficiéncia da resposta imune protetora estd
relacionada com a multiplicag@o do parasita (RIBEIRO-DE-JESUS et al. 1998).

A leishmaniose mucosa desenvolve uma resposta celular exacerbada. H4 uma maior
atividade de células T especificas, acompanhada de niveis elevados de anticorpos quando
comparada a forma cutanea localizada (CARVALHO et al. 1985; COUTINHO et al. 1987). Ha
uma producdo significativa de IL-4 (PIRMEZ et al. 1993) e embora haja produgdo de IFN-y, a
presenga de reposta tipo 2 anularia os efeitos das citocinas tipo 1, podendo explicar o aspecto
cronico das formas mucosas. Estes pacientes produzem quantidades elevadas tanto de IFN-y
quanto de IL-4 e II-5 (CARVALHO et al. 1985; PIRMEZ et al. 1993; DA-CRUZ et al. 2002).

Ja a leishmaniose disseminada e cutinea difusa estdo associadas a diminuicdo ou
auséncia da resposta tipo 1 (BOMFIM et al. 1996; CARVALHO et al. 2005). A resposta tipo 2,
caracterizada pela producdo de IL-4 e IL-5 estd associada a susceptibilidade a infeccdo e
prolifera¢do do parasita (SCOTT et al. 1988, 1989).

FOLLADOR et al. (2002) mostraram que individuos residentes em area de transmissao
de Leishmania braziliensis, com sorologia ¢ IDRM positivos, sdo capazes de controlar a
infeccdo quando apresentam resposta imune modulada (tipo 1 e tipo 2), ndo ocasionando
danos.

Na leishmaniose visceral esta bem determinado o papel da resposta imune tipo 2, com
baixa participagdo da imunidade celular, baixa producdo de citocinas proinflmatorias (IFN-y e
IL-2) e grande producdo das citocinas IL-4 e IL-5, ativacdo de células B e
hipergamaglobulinemia (GALVAO-CASTRO et al. 1984; HOLADAY et al. 1993). A presenca de

anticorpos IgE especificos tem sido associada com a fase ativa da doenca (ATTA et al. 1998).

A leishmaniose tegumentar ¢ marcada por uma resposta humoral mediada por baixos
niveis de anticorpos séricos, algumas vezes ndo detectaveis pelos testes empregados. A
producdo de anticorpos especificos, independente da forma clinica, é predominantemente
constituida por IgG (MARZOCHI et al. 1986; LABRADA et al. 1989; GUIMARAES et al. 1989).
Estudos em amostras sorologicas humanas relatam baixas concentragdes séricas de
imunoglobulina A (IgA) anti-Leishmania em pacientes com leishmaniose mucocutanea no
inicio da infecg¢do e niveis moderados de imunoglobulina M (IgM) anti-Leishmania nos dois
primeiros meses de infec¢do (LABRADA et al. 1989). Com isso, varias metodologias sdo

aplicadas na tentativa de diagnosticar a LTA em diferentes estagios evolutivos da doenga,



assim como a dosagem de subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 ¢ 1gG4) correlacionando-os
com diferentes perfis clinicos da doenga (ULRICH et al. 1995).

SouzA et al. (2005) mostraram em seu estudo que o perfil de isotipos de
imunoglobulinas em pacientes com LTA foi IgG1>1gG3>IgG2>IgG4. No estudo, a IgA foi
detectada em niveis altos em pacientes com a forma mucosa (57,5%) e a IgE foi encontrada
na maior parte das amostras, porém com baixa reatividade. Dados da literatura indicam que
IgG1, IgG2 e IgG3 tém sido associadas a uma resposta tipo 1 (CASTES et al. 1983; CARVALHO
et al. 1985), enquanto que a subclasse 1gG4 se relaciona com a leishmaniose cutanea difusa
(resposta tipo 2). A IgE mostra uma associagdo com a IDRM. Este anticorpo estaria associado
a imunorregulacdo na leishmaniose cutdnea (SOUZA-ATTA et al. 2002).

Alguns componentes antigénicos do parasita sdo capazes de induzir uma resposta
imune diferenciada. Alguns antigenos recombinantes estimulam resposta tipo 1 enquanto
outros estimulam uma resposta regulatoria. Os antigenos H2A e H3 estimulam a producado de
IFN-y (DE CARVALHO et al. 2003); o LelF induz a producdo de IL-2 (SKEIKY et al. 1995,
1998); e o LACK e KPMI11 estimulam a secrecdo de IL-10, que regula negativamente a

resposta imune (BOTREL et al. 2001; CARVALHO et al. 2005).



2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O Centro de Referéncia em Leishmanioses pertence a uma instituicdo de pesquisa
clinica em doengas infecciosas, no qual sdo atendidos casos suspeitos de LTA. Estes sdo
submetidos a um protocolo clinico padronizado. Houve uma queda no numero de casos
suspeitos de LTA atendidos ao longo dos anos no Centro de Referéncia. Em 2006 esse
numero era de 130 pacientes, em 2007 houve uma queda para 72 pacientes ¢ em 2008 esse
numero chegou a 32 pacientes, dos quais aproximadamente 70% sao confirmados como novos
casos de LTA por cultura. Este projeto insere-se na linha de pesquisa de validagdo
diagnostica do Laboratorio de Epidemiologia Clinica do IPEC / Fiocruz, onde foram
realizadas a conceptualizacdo do projeto, randomizacdo das amostras séricas e as analises

estatisticas.

As atividades laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Vigilancia em
Leishmaniose do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC / FIOCRUZ) com
colaboragdo do laboratorio de Bioquimica de Tripanosomatideos do Departamento de
Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC / FIOCRUZ). Os equipamentos utilizados no
projeto ja existiam nos laboratérios onde o projeto foi desenvolvido.

A associa¢do do quadro clinico do paciente com o perfil de imunoglobulinas ¢ muito
complexa na LTA. Estudos anteriores (KAR, 1995; RIBEIRO et al. 2007) mostraram que a
sensibilidade e a especificidade do diagndstico soroldgico depende do tipo, da origem e da
pureza do antigeno utilizado.

Com isso, pesquisas procuram identificar e caracterizar moléculas com propriedades
imunogénicas que possam ser empregadas com a finalidade de elevar a sensibilidade e a
especificidade de testes soroldgicos. A busca por antigenos purificados para uso em testes
sorologicos demonstrou a existéncia de moléculas com algum potencial imunogénico, como
gp 6 por BOUVIER et al. (1985), GBP por JENSEN et al. (1996), HSP 60 por REY-LADINO et al.
(1997) e T26-U2 e T26-U4 por MONTOYA et al. (1997). A sensibilidade dos antigenos variou
de 80 a 90%, sendo que T26-U2 e T26-U4 apresentaram valores de sensibilidade semelhantes
ao extrato parasitario total, enquanto que GBP foi mais sensivel se comparado ao antigeno
bruto (67%). Apesar do bom desempenho sorologico destes antigenos, outros testes sdo
necessarios para verificar o valor diagndstico destes, visto que foram testados em soros de
pacientes peruanos e colombianos. Além disso, foram utilizados antigenos provenientes de

Leishmania major, Leishmania donovani e Leishmania peruviana, sendo que a principal



espécie encontrada no estado do Rio de Janeiro ¢ a Leishmania braziliensis (JENSEN et al.
1996; REY-LADINO et al. 1997; MONTOYA et al. 1997; BAPTISTA et al. 2008).

Apesar de apresentarem limitado valor, os testes sorologicos contribuem,
significativamente, para o estabelecimento do diagndstico da LTA, especialmente nos casos

em que o diagnostico parasitologico ndo € possivel (DE LIMA BARROS, 2005).

A reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) é a mais utilizada no diagndstico
sorologico, sendo sensivel. Contudo, apresenta possibilidades de reagdo cruzada e em lesdes
entre um a seis meses de evolugdo freqlientemente ocorrem resultados negativos (GONTIO et
al. 2003). A técnica de ELISA ¢ rapida, de facil execucdo e leitura, sendo um pouco mais
sensivel do que a IFI e, assim, o teste permite a deteccdo de baixos niveis de anticorpos.

Entretanto, € pouco preciso nos casos subclinicos ou assintomaticos (EL-AMIN et al. 1986).

O amplo espectro de desordens causados na leishmaniose tegumentar por Leishmania
braziliensis sugere uma variabilidade genética entre os parasitas (SCHRIEFER et al 2004). Esta
variabilidade esta relacionada com os vetores e/ou reservatorios envolvidos no ciclo de
transmissdo, como o verificado por CUPOLILLO et al. (2003), com cepas de Leishmania
braziliensis provenientes da Amazonia. Os autores também indicaram que as cepas de
Leishmania braziliensis que circulam na costa atlantica do Brasil apresentam baixa
heterogeneidade, se comparada com as da regido amazdnica. BAPTISTA et al. (2008) também
verificaram em seu estudo que as cepas de Leishmania braziliensis que circulam no estado do
Rio de Janeiro possuem baixa complexidade, sendo encontrado, na maioria dos isolados
estudados, o mesmo genotipo (LbmtDNAGen1). Com isso ¢ mantido um padrdo de LTA.

A utilizag@o de antigenos espécie-especificos pode melhorar o diagndstico sorologico
das leishmanioses (GONCHAROV et al. 1989) e antigenos homodlogos de Leishmania
braziliensis resultam em altos titulos de deteccdo de anticorpos, contribuindo para um
diagnostico mais eficiente da infecgdo (HAILU, 2002).

Alguns parasitas do género Leishmania t€m em comum epitopos que promovem
reacdo cruzada com outros microorganismos, como Trypanosoma, Plasmodium e
Mycobacterium.

Estudos realizados no IPEC, relacionados as cepas ndo infectivas, comparando
extrato total parcialmente soluvel e fracdo enriquecida com membrana de Leishmania
amazonensis em soros de pacientes com leishmaniose tegumentar americana (LTA) do estado
do Rio de Janeiro, revelou uma sensibilidade de 70% e 84,3% (dados nao publicados),

respectivamente. Estudos posteriores demonstraram que antigenos parcialmente soliveis de
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Leishmania braziliensis, também de cepa ndo infectiva, apresentaram bons resultados de

sensibilidade e especificidade: 95% e 100%, respectivamente (BARROSO-FREITAS et al. 2009).

Convencionou-se na literatura que cepas do género de Leishmania sdo consideradas
infectivas até a 5.% passagem em cultura, apresentando alta concentragcdes de 6xido nitrico e

dosagem de formas metaciclicas infectantes.

Estando a expressdo de antigenos de superficie aumentada em parasitas com
capacidade infectiva, quando comparados aos de fase ndo infectiva, torna-se importante
investigar se esta maior expressdo estaria associada a uma maior antigenicidade e,
conseqiientemente, a um melhor desempenho em testes sorolégicos com objetivo diagnodstico
(SACKS, 1992). Visto que até o momento apenas foram realizados testes com cepas nao
infectivas e que um melhor desempenho sorologico foi encontrado para a fragdo soluvel de
Leishmania braziliensis, caberia, portanto, investigar o desempenho dos antigenos de

membrana da cepa em fase infectiva desta espécie no ensaio imunoenzimatico.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do ensaio imunoenzimatico (ELISA) empregando fragdes
soluvel e enriquecida com membrana de Leishmania (Viannia) braziliensis, em fase infectiva

e ndo infectiva, para o diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a confiabilidade dos ensaios imunoenzimaticos com os antigenos

empregados.

e Estimar a acurdcia do diagndstico imunoenzimatico da LTA frente aos

antigenos empregados.

e Verificar a infectividade da cepa de Leishmania braziliensis apos a 55.°

passagem em cultura.
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4. METODOLOGIA

A principio, o objetivo do estudo era comparar por ensaio imunoenzimatico fracdes
soluvel e enriquecida com membrana de uma cepa de Leishmania braziliensis em fase
infectiva e ndo infectiva. Contudo, como veremos no decorrer da dissertagdo, a amostra apos a
55" passagem em cultura permaneceu infectiva, impossibilitando a avaliagdo do ensaio

Imunoenzimatico com a amostra em fase nao infectiva.

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo de acuricia diagnostica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) a partir de uma
coorte de 400 casos suspeitos em ivestigacdo para LTA no ambulatorio especializado do

Centro de Referéncia em Leishmanioses do IPEC / Fiocruz, no periodo de 2005 a 2007.

POPULACAO DE ESTUDO

As amostras estudadas foram constituidas de soros de pacientes que cumpriram todo o
protocolo clinico de investigagdo, que inclui exames de imprint, cultura, histopatologia,
bidpsias, IDRM (anexo A) e que foram randomicamente selecionadas até completar o
tamanho amostral calculado. Todos os pacientes adultos que chegaram ao ambulatério do
IPEC com suspeita de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) passaram pelo protocolo
de investigacdo, fazendo todos os exames necessarios e ja no primeiro atendimento assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo A) do projeto de rotina clinica ja
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e que previa a utilizacio de suas amostras
séricas. Foram revisados os prontuarios dos pacientes a fim de se obter dados diagnosticos

destes.
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CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Inclusdo: Foram elegiveis os pacientes atendidos do ambulatorio do IPEC, utilizando-
se a primeira amostra de soro destes pacientes, com diagndstico confirmado de leishmaniose
tegumentar por demonstragao do parasita através de imprint, cultura ou histopatologia com ou
sem caracterizagdo do parasita e que passaram por todo protocolo de investigacdo. Além
disso, todos os participantes do estudo assinaram o termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE).

O grupo controle foi constituido de soros de pacientes atendidos no mesmo
ambulatorio do Centro de Referéncia, mas nos quais foi descartado o diagnostico de LTA e

confirmado o de outra doenga pelo protocolo de investigacao.

Exclusdo: Pacientes sem diagnostico confirmado ou protocolo de investigacdo

incompleto.

4.4 TAMANHO AMOSTRAL

Para o Estudo de Confiabilidade: O tamanho amostral para verificacdo de
repetibilidade foi estimado em no minimo 137 soros devendo ser testados por dois
observadores independentes ou em dois momentos distintos, para um Coeficiente de
Correlacdo Intraclasse de 0,95, com um nivel de 95% de confian¢a ¢ um erro absoluto de
0,03. Estas amostras foram selecionadas randomicamente por meio de lista de numeros

aleatorios dentre as analisadas em duplicata.

Para o Estudo de Validacao: Considerando uma sensibilidade de 95% no ELISA
para o antigeno parcialmente solivel (BARROSO-FREITAS et al. 2009), uma sensibilidade de
80% para a fracdo enriquecida com membrana (segundo estudos preliminares do mesmo
grupo), ambas com cepas de Leishmania braziliensis, em um teste bicaudal, com erro alfa de
0,05 e poder de 80%, o tamanho amostral minimo necessario calculado para cada grupo foi de

76 pacientes.
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4.5 ALEATORIZACAO E MASCARAMENTO

Os soros foram selecionados de forma randomizada, empregando-se o software
Epi_info 6.4, a partir das 400 amostras séricas disponiveis no periodo de 2005 a 2007. A
selecdo foi aleatoria simples a partir de uma lista de numeros aleatorios fornecida por
computador. Para cada grupo os soros disponiveis foram previamente numerados
seqiiencialmente e as técnicas foram realizadas sem que se desvendasse o status diagnostico
de cada amostra utilizada a fim de minimizar a ocorréncia de viés de classificagdo relativo aos

resultados de ELISA, mesmo considerando que € uma técnica semi-automatizada.

4.6 CONFIABILIDADE

Foram realizadas duas leituras oOpticas de ensaio imunoenzimatico, em momentos
distintos, pelo mesmo técnico treinado, para cada antigeno utilizado. Nas duas leituras foi

garantido o mascaramento do status diagnostico.

4.8 PROCEDIMENTOS

4.8.1 Coleta da amostra

As amostras séricas utilizadas neste estudo ja existiam no laboratoério de Vigilancia em
Leishmanioses, constituindo um banco de soros relacionado a outro projeto de rotina clinica.
Nao foram realizadas novas coletas.Todas as amostras de soros utilizadas neste projeto

estavam diluidas 1:2 em glicerina e estocadas em freezer a -20°C.
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4.8.2 Revisdo de prontuarios

Foram coletados dados relativos aos resultados de imprint, histopatologia e cultura de
todos os pacientes incluidos. O grupo controle foi constituido de individuos com resultados
negativos de histopatologia, cultura e imprint e os individuos com LTA possuiam pelo menos

um dos exames com resultado positivo.

4.8.3 Parasitas e antigenos utilizados nos testes

Selecionou-se para este estudo uma amostra de Leishmania braziliensis isolada em
6/12/2002 de um paciente do municipio do Rio de Janeiro que apresentou uma resposta
clinica e terapéutica padrdo. A amostra foi identificada por eletroforese de isoenzimas,
criopreservada em diferentes lotes até a 5.% passagem em cultura para utilizacdo dos parasitas
em fase infectiva e mantida em cultura por repiques semanais para obtengdo da mesma
amostra de Leishmania braziliensis em fase ndo infectiva (GENESTRA et al. 2004; CYSNE-

FINKELSTEIN et al. 1998).

A amostra foi identificada como MHOM/BR/02/R.787 e foram realizadas curvas de

crescimento para estabelecimento da fase estacionaria do crescimento in vitro.

As cepas em fase infectiva (5.% passagem em cultura) apresentam alta producado de 6xido
nitrico, cerca de duas a trés vezes mais do que as de fase ndo infectiva (apos a 50.? passagem
em cultura) e, além disso, possuem grande quantidade de formas metaciclicas infectantes, cuja
quantidade vai diminuindo com o aumento do nimero de passagens em cultura (CYSNE-
FINKELSTEIN et al. 1998; GENESTRA et al. 2006). Por isso, a amostra considerada em fase
infectiva foi utilizada na 5.* passagem em cultura e a de fase ndo infectiva foi utilizada apos a
55.* passagem, cuja avaliacdo da infectividade foi realizada por diferentes métodos: infecgao

experimental in vitro, sensibilidade a lise pelo complemento e dosagem de 6xido nitrico.
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4.8.3.1 Curva de crescimento da amostra em fase infectiva e ndo infectiva

A curva de crescimento foi realizada em meio Schneider suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 200 pg/mL de penicilina, 200 pg/mL de estreptomicina e 1% de
urina humana (HOWARD, 1991). A curva foi iniciada com 1 x 10° células semeadas em 1 mL
de meio de cultura, em tubos do tipo Falcon com capacidade para 15 mL ¢ submetidos a
temperatura de 26-28° C. O crescimento foi estimado em niimero de células/mL em intervalos
de 24 horas. As contagens foram realizadas em triplicatas empregando o Azul de Trypan
(0,2% em Phosphate Buffered Saline - PBS) em hemocitdmetro de Neubauer. A curva de
crescimento foi realizada na 5.% passagem para a amostra em fase infectiva e na 55.* passagem

para a fase ndo infectiva.

4.8.3.2 Repique para obtengdo dos antigenos de Leishmania braziliensis

em fase infectiva

O melhor ponto para obtengdo dos parasitas foi determinado pela andlise da curva de
crescimento. Inicialmente, a partir da cultura de manutengdo, foi realizado um repique para
cerca de 100 mL de meio liquido. Apds aproximadamente trés dias, o nimero de parasitas do
cultivo foi quantificado e transferido para garrafas de cultivo de células, contendo meio de
Schneider, suplementados com 10% de SFB e 1% urina humana, mantendo o inéculo inicial

de 1 x 10° células/mL, e processados no periodo determinado pela curva de crescimento.

4.8.3.3 Processamento dos antigenos de Leishmania braziliensis em fase

infectiva

As culturas foram centrifugadas a 5000 rpm, por 10 minutos, a 4.°C. O sedimento foi
ressuspenso em 0,25M de sucrose ¢ SmM KCI (Tampao KCl/Sacarose). Esse procedimento
foi repetido num total de trés vezes. O sedimento resultante da ltima lavagem foi ressuspenso
em tampao contendo inibidores de proteases (tampado KCl/Sacarose acrescido de PMSF a 0,01

puM, inibidor de tripsina a 0,2 mg/mL, leupeptina a 0,01% e benzamidina a 1 uM) e
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submetido a bomba de cavitagdo por 1500 psi durante 10 minutos, afim de que houvesse
rompimento dos parasitas. Posteriormente, estes foram transferidos para homogeinizador de
Douncer, submetendo-os a uma forga mecanica para garantir o seu rompimento. A eficiéncia
do processo foi verificada ao microscopio optico. Posteriormente, o antigeno foi submetido a
105.000g por 30 minutos em ultracentrifuga Beckman Coulter (série 2583 rotor type 35). O
sobrenadante resultante foi denominado de fracdo soliivel e o pellet de fragdo enriquecida com
membrana. O pellet resultante da ultracentrifugacdo foi ressuspenso com tampao
KCl/Sacarose contendo Triton X-100 (1%) no volume inicial de 3 mL. Posteriormente, foi
realizada uma solubilizacgdo em Vortex por 30 minutos e uma solubilizagdo em
homogeinizador de Douncer por 4horas, adicionando-se mais 2 mL da solugdo com Triton X-
100 (1%) para lavagem do Douncer. Apds essa etapa o material foi analisado em microscopio
optico para verificar se ainda havia presenga de grumos e uma ultima centrifugagdo a 7000
rpm, por 10 minutos, a 4.°C foi realizada, coletando-se o sobrenadante O conteudo protéico
dos antigenos foi determinado pelo método de Follin-Lowry (LOWRY et al. 1951) (GENESTRA
et al. 2004).

4.8.4 Padronizacao da reacido de ELISA com antigenos de Leishmania

braziliensis em fase infectiva

Foi estimada a melhor concentragdo protéica dos antigenos a serem utilizados na
técnica, testando-se varias concentracdes destes. Também foram tituladas varias dilui¢des do
conjugado (anti-IgG conjugada a peroxidase). A fracdo soluvel da amostra em fase infectiva
teve sua concentragdo de antigeno definida em 50 pg/mL e titulagio do conjugado em
1:50.000. Ja a frag@o enriquecida com membrana da mesma amostra teve sua concentragdo

protéica definida em 100 pg/mL e titulagdo do conjugado em 1:50.000.
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4.8.4.1 Protocolo técnico da reagdo de ELISA

O teste foi realizado segundo metodologia de VOLLER et al. (1976) com modificagdes
descritas a seguir. As placas foram sensibilizadas com 100 uL dos extratos antigénicos da
amostra infectiva de formas promastigotas de Leishmania braziliensis em concentragdes
previamente definidas por titulagdo de proteina (50 pg/mL para a fragdo soluvel e 100 pg/mL
para a fragdo enriquecida com membrana) diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6
e posteriormente incubadas overnight (18 horas) a 8°C. Apds quatro lavagens com PBS pH
7,2 com 0,05% de Tween 20 (PBS-T), em lavadora automatica (Tecan — Columbus
Washer®), foi adicionado em cada poco 100uL das amostras de soro diluidas a 1:40 em PBS-
Tween mais 1% de leite desnatado (Molico; PBS-TL), incubando-se por 45 minutos a 37°C.
Seguindo-se a 4 novas lavagens, foram adicionados 100ul de anti-IgG (Sigma®) conjugada a
peroxidase, diluidos em PBS-TL e previamente titulados (1:50.000 para as duas fracdes
antigénicas). Apo6s 45 minutos de incubacdo a 37°C e quatro novas lavagens foram
adicionados 100pul de 3,3°,5,5°-Tetramethylbenzidine (Sigma®). A reacdo ocorreu durante 30
minutos na auséncia de luz e em temperatura ambiente, interrompendo-se a reagdo por adi¢ao
a cada pogo de 50ul de 2N H2SO04. Os valores de Absorbancia foram lidos a 450 nm em
leitor automatico de placas (Tecan - Spectran Classic®). A linha de corte foi definida através

da Receiver Operating Characteristic Curve (curva ROC) ap6s a realizagdo das reagdes.

4.8.5 Avaliacao da infectividade da cepa de Leishmania braziliensis

apoés a 55" passagem em cultura
p p g

A amostra mantida em cultura por repiques semanais foi avaliada quanto a sua
infectividade através da infec¢do em cultura de macrofagos (55°. passagem), sensibilidade a
lise pelo complemento (7°., 61°. ¢ 68”. passagens) e dosagem de Oxido nitrico (5., 32°. e 66°.

passagens).
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4.8.5.1 Infeccao experimental in vitro

Camundongos adultos Swiss webster (outbread) foram sacrificados em cdmara de CO,
para a coleta de macroéfagos. Apos a assepsia na regido abdominal e com o auxilio de duas
pingas do tipo “dente de rato” foi exposto o peritonio, onde foi introduzido cerca de 10 mL de
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) sem soro. Apds suave massagem nessa
regido, esse volume foi aspirado com a mesma seringa, acondicionado em gelo e quantificado
para o ajuste de 2 x 10° células/mL. O plaqueamento foi realizado em laminas para cultura
(LabTest-8 compartimentos). A encubagao foi feita a 37°C em estufa com 5% de CO, durante
duas horas, periodo suficiente para as células aderirem a lamina. Apos, empregando RPMI
pré-aquecido (37°C), as laminas foram cuidadosamente lavadas, retirando-se as células ndo
aderentes, adicionando em seguida meio RPMI contendo 10% de SFB. Apds 24 horas do
plaqueamento, foram colocadas em contato com a monocamada de macréfagos, formas
promastigotas obtidas de fase estacionaria de cultura, lavadas, na concentrag@o de dois a cinco
parasitas por macrofago. O processo de interagdo ocorreu pelo periodo de duas horas a 37°C
em estufa com 5% de CO, e ap0s esse tempo, 0s parasitas ndo interiorizados foram retirados
por meio de lavagem das laminas utilizando meio RPMI (37°C), adicionando em seguida
meio contendo 10% de SFB. A infeccdo celular foi avaliada em intervalos de trés, 24, 48 ¢ 72
horas. Nesses pontos as laminas foram lavadas cuidadosamente em tampao PBS, fixadas com
metanol e coradas pelo Giemsa e examinadas em microscopio otico.

Esse processo foi realizado com a amostra na 55°. passagem em cultura.

4.8.5.2 Sensibilidade a lise pelo complemento

A avaliagdo da sensibilidade a lise pelo sistema complemento foi realizada com a
amostra de Leishmania braziliensis nas 7°., 61°. ¢ 68°. passagens em cultura, segundo o
protocolo de CYSNE-FINKELSTENN et al. (1998) com algumas modifica¢des: a concentracdo do
complemento utilizada para Leishmania braziliensis foi de 2%, a temperatura de incubacao
foi de 34°C e o tempo de incubagdo de 45 minutos. Os parasitas foram contados em camara de

Neubauer utilizando-se o corante Azul de Trypan.
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4.8.5.3 Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de 6xido nitrico foi realizada segundo o protocolo de GENESTRA et al.
(2006) nas 5°., 32% e 66" passagens. Promastigotas foram quantificados em camara de
Neubauer, centrifugados a 1.500 g por 10 minutos e o sobrenadante da cultura foi coletado. O
nitrito presente no sobrenadante foi mensurado em espectrofotometro com adi¢do do reagente
Griess para 0 mesmo volume de parasita. Apos 10-15 minutos em temperatura ambiente e
sobre o abrigo de luz, a absorbancia foi mensurada em 540 nm. A concentracdo de nitrito foi
estimada por comparagdo com uma curva padrdo preparada com Nitrito de S6dio em meio

Schneider utilizando-se a média + Erro Padrdo Médio (EPM) *pMann-Whitney (Instat Graph
Pad).

4.8.6 Analises estatisticas

Foram estabelecidos cut-offs para cada um dos antigenos empregados cujos resultados
expressos em densidade oOptica foram tratados como variaveis continuas ¢ analisados
utilizando-se graficos de curva ROC. Esta curva calcula o ponto de corte que maximiza a
sensibilidade (probabilidade de que o resultado do teste seja positivo quando a doenga esta
presente) e a especificidade (indica a propor¢do de pessoas sem a doenca ¢ que t€m um
resultado negativo) do teste. Os desempenhos dos diferentes antigenos foi comparados através
de suas areas sob a curva (AUC) ROC, utilizando-se o software MedCalc 9.3, Mariakerke,

Belgium

A curva ROC ¢ utilizada para avaliar a capacidade do teste em discriminar os
individuos doentes dos ndo doentes e comparar o desempenho diagnéstico de dois ou mais
testes diagndsticos. Um teste com discriminagdo perfeita entre os dois grupos apresentaria
uma curva proximo do angulo superior esquerdo do grafico com 100% de sensibilidade,

100% de especificidade e area sob a curva igual a um.

Foram realizadas duas aferi¢cGes para cada ensaio imunoenzimatico para o calculo de
repetibilidade. A andlise foi realizada utilizando-se o coeficiente de correlagdo intraclasse
(CCI). Este coeficiente oferece uma estimativa da fragdo de variabilidade de medidas devido a

variagdes entre os observadores. O Valor maximo do CCI é um e o limite inferior ¢ um valor
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negativo indeterminado. Valores acima de 0,75 devem ser considerados como excelente e
valores maiores do que 0,4 interpretados como evidéncia de boa confiabilidade (SHROUT;

FLEISS, 1979).

Os parametros de acuracia (sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo ¢
negativo e razdes de verossimilhanga) foram calculados utilizando-se o MedCalc 9.3,
Mariakerke, Belgium com respectivos intervalos de 95% de confianga. Estes parametros
foram expressos em proporgdes ¢ comparados por meio do teste qui-quadrado, considerando-

se valores de p < 0,05 como significativos.

4.8.7 Aspectos éticos

A rotina clinica de atendimento dos pacientes, incluindo a obtencdo de espécimes
clinicos para os estudos ¢ a realizacdo de Teste de Montenegro, foi previamente submetida ao
Comité de Etica em Pesquisa do IPEC, constituindo o projeto: “Estudo para a sistematizago
do atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de
Referéncia em LTA - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fiocruz”, aprovado no
CEP/IPEC com o nimero 0016.0.009-02. Os pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido para a realizacdo da rotina clinica e /ou entrada no Programa de

Leishmanioses do IPEC (anexo A).

O presente projeto de validagcdo diagndstica, que utilizou amostras séricas dos
pacientes do projeto acima citado, foi submetido ao CEP/IPEC para apreciacdo, aprovado sob
o nuamero 0049.0.009.000-7 (anexo B) e os responsaveis firmaram um Termo de
Compromisso ¢ Responsabilidade (anexo C). Nao foram realizadas novas coletas de amostras,
utilizando-se as ja existentes no laboratério. Os pacientes aos quais as amostras pertencem
assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto de rotina clinica acima
citado que prevé a utilizagdo de suas amostras por um novo projeto, desde que este seja

aprovado pelo CEP.
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S RESULTADOS

5.1 POPULACAO DE ESTUDO

Para o estudo de confiabilidade, a fim de que a repetibilidade pudesse ser avaliada, o
tamanho amostral calculado foi de no minimo 137 soros e para o estudo de validacdo, o
tamanho amostral minimo calculado foi de 76 soros. Todos os individuos incluidos no estudo
tiveram seus prontuarios verificados para obtencdo dos resultados de imprint, cultura e
histopatologia. Os pacientes de LTA possuiram pelo menos um dos exames positivo,
enquanto que o grupo controle teve o diagndstico de LTA descartado, como todos os

resultados negativos.

A maior parte da amostra era de mulheres 85 (55.9%), sendo 34 (44.7%) no grupo
LTA e 51 (57.1%) no grupo controle (C) média de 39.1 anos de idade (d p 21.7) LTA ¢ 41.6
(d p 20.2) (C). Residiam no municipio do Rio de Janeiro 37 (48.7%) LTA ¢ 34 (45.9%) (C)
ou em outros municipios do estado do RJ (Regides serrana e dos Lagos) 30 (39.5%) LTA e 19
(25.7%) (C). Estavam empregados 43 (28,3%) LTA ¢ 27 (32.9%) (C) e 13 (17.2%) LTA ¢ 6
(7.9%) (C) eram estudantes. Eram IDRM positivos 61/66 (92.4%) pacientes do grupo LTA e
29/56 (51.8%) do grupo controle (C).

A doenga que predominou no grupo controle foi a esporotricose, diagnostico
diferencial mais freqiiente da LTA, seguida de ulcera de membros inferiores e piodermite. A

tabela abaixo (tabela 1) mostra a freqiiéncia do diagndstico do grupo controle.
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Tabela 1. Distribuicio de frequéncia do
diagnéstico dos pacientes do grupo
controle (N = 76)

Diagnostico N
Esporotricose 22
Ulcera de Membros Inferiores 18
Piodermite 15
Outros 12
Neoplasia 4
Hanseniase 2
Tuberculose 1
Lentigo Solar 1
Tinea 1
Total 76

5.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

A amostra de Leishmania braziliensis selecionada para o estudo foi mantida em meio
de cultura por passagens semanais, sendo considerada em fase infectiva parasitas coletados

até a 5.* passagem e em fase ndo infectiva parasitas coletados ap0s a 55° passagem.

A curva de crescimento para estabelecimento da fase estacionaria demonstrou o 4.° dia

como melhor ponto para obtengdo dos parasitas em fase infectiva, como demonstrado na

figura 1.

Figura 1. Curva de crescimento da cepa
de Leishmania braziliensis em fase

infectiva
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A curva de crescimento da amostra em fase ndo infectiva foi realizada com parasitas
na 55.% passagem em cultura e, conforme indicado na figura 2, o 3.° dia foi escolhido como o
melhor ponto para obtencdo e processamento dos antigenos. Podemos observar também que
apos a 55.* passagem em cultura foi encontrada uma maior densidade de parasitas (10’

parasitas/mL de cultura), se comparado com a curva de crescimento da cepa na 5.* passagem.

Figura 2. Curva de crescimento da cepa de
Leishmania braziliensis na 55 passagem em

cultura
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5.2.1 Padronizac¢ao do ELISA com antigenos obtidos de parasitas em
fase infectiva

Os parasitas em fase infectiva foram coletados e processados na 5.* passagem em
cultura. Cerca de 500 mL de cultura foi utilizado. As concentragdes protéicas utilizadas para a
fracdo soluvel e fragdo enriquecida com membrana nos testes de ELISA foram 50 pg/mL e
100 pg/mL, respectivamente e a titulacdo do conjugado foi definida em 1:50.000 para as duas
fragdes. A padronizagdo da reacdo de ELISA definiu o cut-off em 0,22 para a fracdo soluvel e
0,33 para a fracdo enriquecida com membrana. Ao compararmos o desempenho de uma
fracdo com o de outra percebemos que a diferenga entre elas ndo foi relevante (0,016 dp 0,02),
nem estatisticamente significativa (p = 0,45). A inspe¢do da figura 3 revela que ambas as
curvas de superpdem. A area sob a curva da fracdo soltivel foi 0,92 e a da fracdo enriquecida

com membrana 0,93.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram satisfatorios para ambas as fragdes:

89,5 ¢ 89,5 FS; 89,5 ¢ 93,4 para a FM, respectivamente. A fracdo enriquecida com membrana
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apresentou, portanto, uma especificidade ligeiramente maior que a sensibilidade. Este fato

pode ser observado nas figuras 4 ¢ 5.

Figura 3. Curvas ROC dos testes ELISA
utilizando as fracdes solivel (FS) e enriquecida
com membrana (FM) da cepa infectiva de
Leishmania braziliensis
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Figura 4. Distribuicio dos valores de Densidade
Otica, valor de cut-off, sensibilidade e especificidade
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Figura 5. Distribuicio dos valores de Densidade
Otica, valor de cut-off, sensibilidade e especificidade
da fracdo enriquecida com membrana da cepa
infectiva de Leishmania braziliensis
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Os dados de acurécia e repetibilidade dos testes de ELISA, segundo o tipo de fracdo
utilizado, sdo apresentados na tabela 2. Observa-se que as AUCs das duas fragdoes foram
estatisticamente significativas, na medida em que ambos os testes sdo muito superiores ao
acaso para discriminar verdadeiros doentes de LTA daqueles pacientes por outras causas (0s
controles). As razdes de verossimilhanca e os valores preditivos, que sdo estimativas
importantes da acuracia de um teste, possuem, também, valores satisfatorios. Ambos os testes
sdo expressivamente mais positivos entre verdadeiros doentes que entre controles (8,5 FS e
13,6 FM). Considerando a alta prevaléncia de LTA neste estudo (50%) e a registrada entre os
pacientes encaminhados ¢ atendidos no ambulatério de referéncia do IPEC (70%), os valores
preditivos positivo e negativo de um resultado de teste ELISA realizado empregando-se
qualquer uma das duas fragdes foram altos e informativos para a tomada de decisdo médica.
Os resultados do CCI de 0,96 para a fracdo soluvel e 0,90 para a fragdo de membrana

permitem considerar excelente a repetibilidade do teste, independente da fracdo utilizada.
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Tabela 2. Dados comparativos de acuracia do ELISA empregando
fracdes soluvel e enriquecida com membrana da cepa infectiva de
Leishmania braziliensis para Leishmaniose Tegumentar

Fracdo Enriquecida com

Parametro Fracdo Soluavel Membrana
Cutoff 0,22 0,33

AUC 0,918 (80,3-95,5) 0,934 (88,2-96,8)
Sensibilidade 89,5 (80,6 - 95,3) 89,5 (80,3-95,3)
Especificidade 89,5 (80,3 - 95,3) 93,4 (85,3-97,8)

Valor Preditivo Positivo

Valor Preditivo Negativo

89,5 (81,7 — 94,2)
89,5 (81,8 — 94,2)

93,2 (85,8 — 96.9)
89,9 (82,4 — 94,4)

Razdo de Verossimilhanga + 8,5 (4,4 — 16,5)
Razdo de Verossimilhanga - 0,12 (0,06 — 0,23)
CCI 0,96 (94,1-96,8)

13,6 (5.8 —31.8)
0,11(0,06 — 0,22)
0,90 (85,9-92,3)

CCI Coeficiente de Correlacdo Intraclasse
AUC Area Under the Curve (area sob a curva)

5.2.3 Avaliacio da infectividade da amostra de Leishmania
braziliensis

A proposta deste estudo foi comparar a performance do ensaio imunoenzimatico
utilizando uma mesma amostra de Leishmania braziliensis em fase infectiva e ndo infectiva.
De acordo com os procedimentos utilizados para esta avaliacdo, verificamos que a amostra
manteve sua infectividade até a 68.” passagem em cultura, o que inviabilizou a continuidade

dos ensaios com as amostra em fase nao infectiva.
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5.2.3.1 Infecgdo experimental em in vitro

A infeccéo celular foi avaliada em intervalos de trés, 24, 48 e 72 horas.

Ap0s as primeiras trés horas foram observadas células espraiadas, parasitas integros no
interior das células, alguns parasitas ndo interiorizados e algumas formas semelhantes a

amastigotas no interior de macrofagos.

Em 24 horas, foram encontradas células extremamente espraiadas, nenhum parasita

externo as células e amastigotas no interior dos macréfagos.

Em 48 e 72 horas, foram observadas células com formas amastigotas em multiplicagdo
e células rompidas com amastigotas ndo interiorizadas (rompimento devido ao processo de

multiplicacdo das amastigotas no interior do macréfago).

Os resultados acima indicam que a cepa na 55 passagem ainda estava infectiva.

5.2.3.2 Sensibilidade a lise pelo complemento

A amostra foi analisada nas 7°., 61°. e 68", passagens em cultura e apresentou 68,7%,
13,3% e 7,5% de formas metaciclicas, respectivamente, no terceiro dia da curva de
crescimento (fase estacionaria). Estes resultados indicam que a cepa ainda se encontrava

infectiva na 68", passagem.

5.2.3.3 Dosagem de 6xido nitrico

Conforme o indicado na figura 6, as concentracdes de 6xido nitrico diminuem com o
aumento do numero de passagens em cultura. Quanto menor a quantidade de formas
metaciclicas na cultura, menor a produgdo de 6xido nitrico. A diminuigdo na produgdo de

6xido nitrico indica que a cepa estava perdendo sua infectividade.
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Figura 6. Concentracio de 6xido nitrico/nitrito
em sobrenadantes de cultivo de promastigotas
de Leishmania braziliensis (6 x 10°/mL)
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Através dos testes de avaliagdo da infectividade da cepa, pudemos observar que até a
68". passagem em cultura a amostra ainda continuava infectiva, com 7,5% de formas
metaciclicas infectantes. Porém, a cepa estava perdendo a sua infectividade e esses dados s@o

demonstrados pela sensibilidade a lise pelo complemento e dosagem de NO.
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6. DISCUSSAO

Dados sorolégicos utilizando amostras de Leishmania braziliensis em fase infectiva
com fra¢des antigénicas purificadas, ainda sdo pouco divulgados ou conhecidos e o presente
estudo esclareceu um pouco mais o comportamento dessas duas fragdes empregadas através

do ELISA.

Apesar da baixa produgdo de anticorpos observada nas infec¢des por Leishmania
braziliensis, os testes sorologicos tém apresentado valor diagndstico na LTA, principalmente
o ELISA. VIDIGAI et al. (2008), a fim de obter um antigeno mais sensivel e especifico para o
diagnostico da LTA através do ensaio ELISA, obteve uma fragdo por cromatografia (fragdo 8)
que apresentou sensibilidade e especificidade de 85,4% e 91,2%, respectivamente. GOMES-
SILVA et al. (2008) obteve uma sensibilidade que variou de 60 a 95% entre fragdes antigé€nicas
obtidas do complexo Leishmania braziliensis. Essas fracdes também foram obtidas por
cromatografia (cromatografia de afinidade em coluna de concanavalina-A ligada a sepharose
e jacalina ligada a agarose). Os antigenos de Leishmania braziliensis apresentaram maior

reatividade se comparado ao antigeno total de Leishmania amazonensis.

Estudos anteriores realizados no IPEC com cepa em fase ndo infectiva de Leishmania
amazonensis apresentaram sensibilidade de 70% para fragdo parcialmente soluvel e 84,3%
para fragdo enriquecida com membrana em soros de pacientes com LTA. Ja testes com cepa
ndo infectiva de Leishmania braziliensis utilizando a fragdo parcialmente soluvel, obtiveram
uma excelente sensibilidade de 95% (BARROSO-FREITAS et al. 2009). Isto indica que a espécie
constitui um aspecto importante, talvez mais do que a infectividade da cepa. Por esta razdo,
utilizamos em nosso estudo uma amostra de Leishmania braziliensis, visto que tal espécie ¢ a

mais prevalente nos casos de LTA no Rio de Janeiro (BAPTISTA et al. 2008).

Anticorpos  monoclonais  s3o  especificos para algumas espécies de
Leishmania, entretanto algumas diferencas na reatividade podem ser observadas com espécies
de diferentes areas endémicas. Essas diferencas podem ser devidas a variagdo na expressdo de
certos determinantes antigénicos (GRIMALDI; MCMAHON-PRATT, 1996). Isolados de
Leishmania braziliensis da Venezuela (BONFANTE GARRIDO et al. 1992) mostraram um perfil
diferente quando comparados a mesma espécie que circula no Brasil, Bolivia ou Colombia
(BARRAL et al. 1991; GRIMALDI et al. 1991). O anticorpo monoclonal B16, que identifica
Leishmania braziliensis, ndo reage com algumas cepas desta espécie na regido amazonica do

Brasil e também na Bolivia e Peru (SHAW et al. 1986; GRIMALDI et al. 1991).
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Embora neste estudo as duas fragdes obtidas da cepa infectiva de Leishmania
braziliensis tenham apresentado boas sensibilidade, especificidade, valores preditivos e razoes
de verossimilhanca, a fracdo de membrana ndo alcangou um desempenho superior a fracio
soluvel. De acordo com a RV+, ambos os testes sdo expressivamente mais positivos entre

verdadeiros doentes que entre controles (8,5 FS e 13,6 FM).

Alguns estudos tém sido realizados buscando-se aprimorar o diagnoéstico da LTA e
investigaram componentes da superficie da membrana de Leishmania sp. na tentativa de obter
antigenos mais sensiveis e especificos, sendo a maior parte desses antigenos constituida de
glicoproteinas e glicolipideos (SILVEIRA; KEMMELMEIER, 1995). Foi evidenciado que a adesao
de promastigotas e amastigotas as células do hospedeiro depende da presencga destas proteinas
presentes na membrana (ZENIAN, 1981; STRAUS et al. 1993; HANDMAN, 2000). Estudos com
Leishmania amazonensis indicam que glicoesfingolipideos sdo reativos a anticorpos
monoclonais ¢ a especificidade dos anticorpos varia de acordo com o tamanho da cadeia de
carboidratos. Alguns anticorpos tém afinidade por longas cadeias de carboidratos, 5 ou mais

unidade de agucares (STRAUS et al. 1997).

Segundo SILVEIRA; KEMMELMEIER (1995), o antigeno CHO (antigeno que contém
carboidrato) apresenta imunogenicidade e, provavelmente, constitui um antigeno de
membrana, sendo liberado no meio de cultura durante o desenvolvimento do parasita. Este
antigeno possui polissacarideos como determinantes antigénicos e foi encontrado na
membrana de Leishmania braziliensis. Empregando a técnica de contra-imunoeletroforese
SILVEIRA; KEMMELMEIER (1995) ndo observaram reatividade cruzada com pacientes

portadores de Chagas e a técnica apresentou uma sensibilidade de 60%.

Reagdes cruzadas sdo freqilientes quando se utiliza antigeno total de promastigotas de
leishmanias ¢ um antigeno que minimize esse problema vem sendo investigado para o
sorodiagnostico da leishmaniose. E comum no diagndstico da leishmaniose haver reacdes
cruzadas entre diferentes espécies dentro da mesma familia (BRANDAO-FILHO et al. 1994;
MALCHIODI et al. 1994) e entre organismos filogeneticamente distantes como Mycobacterium
(REED et al. 1987; SMRKOVSKI; LARSON, 1977). CELESTE et al. (2004) compararam técnicas
de ELISA utilizando antigeno recombinante de Leishmania infantum (Hsp 83) com antigeno
total de Leishmania major para o diagnostico da leishmaniose tegumentar. Todos os pacientes
apresentaram anticorpos contra o antigeno Hsp 83. Este antigeno ndo apresentou reacao
cruzada em amostras de pacientes com doenca de Chagas enquanto que o antigeno total

Leishmania major sim.
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YONEYAMA et al. (2007) avaliaram a performance do ELISA para o diagndstico da
LTA através da deteccdo de IgG anti leishmania, utilizando promastigotas de Leishmania
braziliensis. O teste obteve uma sensibilidade de 93%, enquanto que sua especificidade foi de
70%, devido a reagdes cruzadas com doenca de chagas, toxoplasmose ¢

paracoccidioidomicose.

No estudo realizado por BRITO et al. (2000), antigenos soliveis e insoliveis de
Leishmania braziliensis foram testados por ELISA, IFI e Western blot. Os testes apresentaram
sensibilidade de 62%, 52% e 91% e especificidade de 71%, 79% e 100%, respectivamente. Os
testes de ELISA e IFI apresentaram reacdo cruzada com todos os soros obtidos de pacientes

com doenga de chagas e LV.

Este estudo de validacdo seguiu o preconizado no guideline STARD (BOSSUYT et al.
2003) sendo a amostra total de casos e controles selecionada randomicamente de uma coorte
de individuos, que buscaram investiga¢cdo diagnostica para LTA e que cumpriram o mesmo
protocolo clinico. Objetivou-se validade interna, isto ¢, que a acuracia diagnostica do teste
fosse a necessaria para discriminar os pacientes que buscam ajuda na vida real deste
ambulatorio, assim o grupo controle ndo incluiu artificialmente portadores de doenga de
chagas, toxoplasmose ¢ LV humana porque ndo configuram diagnosticos diferenciais neste
contexto, embora apresentem rea¢do cruzada. Espera-se potencialmente que este estudo possa
ser generalizado para qualquer ambulatorio com perfil semelhante. Ainda assim, como
esperado, o teste ndo ¢ perfeito e foram observadas reagdes cruzadas com diagndsticos
diferenciais que compuseram o grupo controle: sete amostras de soros apresentaram reacoes
cruzadas quando foi utilizada a fragdo soluvel (trés em pacientes com tulcera de membros
inferiores, um com esporotricose, um com neoplasia e dois com outros diagnosticos) enquanto
que para a fragcdo enriquecida com membrana cinco soros apresentaram reagdo cruzada (dois
para pacientes com ulcera de membros inferiores, dois para piodermite e um para

esporotricose).

SILVEIRA et al. (2001) mostraram que anticorpos monoclonais, caracterizados como
glicoproteinas, foram especificos para Leishmania braziliensis. O anticorpo monoclonal SST-
2 foi especifico para Leishmania braziliensis, ndo reagindo com outras espécies. Em ensaios
in vitro este anticorpo reconheceu epitopos na superficie do parasita, porém ndao promoveu
diminui¢do na sua capacidade de infectar macrofagos. O anticorpo SST-3 foi especifico para
antigenos presentes no flagelo de Leishmania braziliensis e também ndo apresentou

reatividade cruzada com outras espécies. A utilizagdo deste anticorpo proporcionou a
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diminui¢do de 50% da infectividade do parasita. Ja o anticorpo SST-4 reconheceu proteinas
de Leishmania braziliensis, porém apresentou rea¢do cruzada com Leishmania panamensis
por western blotting. Entretanto o anticorpo ndo foi detectado na superficie do parasita por

imunofluorescéncia indireta e inibiu em 40% a infectividade do parasita.

Esses estudos demonstram que a expressdo antigénica pode variar de acordo com a

espécie do parasita, interferindo na sua capacidade infectiva.

CAMPOS et al. (2008) analisaram varias espécies do subgénero Viannia in vitro e
concluiram que Leishmania braziliensis apresenta alta infectividade. Isolados obtidos de
pacientes com leishmaniose mucocutidnea foram mais virulentos que aqueles obtidos de
pacientes com leishmaniose cutanea. Além disso, mostraram que ha uma correlagdo inversa
entre a infeccdo de macrofagos e sua produgdo de oOxido nitrico (NO). Cepas com alta
viruléncia, como Leishmania braziliensis provenientes de paciente com a forma mucosa
(infeccdo de cinco parasitas / célula), estavam na presenga de baixos niveis de NO. Ao
contrario de Leishmania naiffi que apresentou infecgdo de trés parasitas / célula na presenca
de grande quantidade de NO. Isto mostra que a cepa de Leishmania braziliensis foi capaz de
modular a acdo antileishmanicida dos macrofagos, resultando numa diminuigdo da producdo

de 6xido nitrico desta célula e no aumento da sua infectividade.

GIUDICE et al. (2007) concluiram em estudos in vitro que Leishmania braziliensis e
Leishmania amazonensis sao resistentes a destruicdo pelo NO produzido pelos macrofagos.
Segundo os autores, 73% dos isolados de Leishmania amazonensis ¢ 18% de Leishmania
braziliensis foram resistentes. Isso se deve as variagdes dentro das espécies, como ¢
observado, principalmente, em amostras de Leishmania braziliensis que apresentam

polimorfismo genético em diferentes regides brasileiras (CUPOLILLO et al. 2003).

A reatividade de anticorpos monoclonais ndo mostra variagdo com o tempo de cultura,
meio de cultura ou viruléncia do parasita (GRIMALDI et al. 1987), porém a variagdo da
sensibilidade dos testes pode ocorrer de acordo com o método utilizado (IFI, ELISA, RIA -
radioimunoensaio indireto). Epitopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal D2, especifico
para Leishmania donovani, sdo reconhecidos por RIA ou ELISA, enquanto sdo fracamente

reconhecidos por IFI (JAFFE et al. 1984; GRIMALDI et al. 1981).

Neste estudo, a cepa de Leishmania braziliensis em fase infectiva demonstrou
resultados semelhantes aos ja encontrados, em outros estudos (BARROSO-FREITAS et al. 2009)

para a cepa em fase ndo infectiva da mesma espécie. BARROSO-FREITAS et al. (2009),
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empregando a técnica de IFI com antigenos de Leishmania braziliensis obtiveram
sensibilidade e especificidade em torno de 81,5 e 86,2, respectivamente. Os resultados deste
estudo indicam que os valores de sensibilidade e especificidade foram maiores nas duas
fracdes antigénicas utilizadas, sugerindo que o ELISA poderia dar uma maior contribui¢cdo no

diagnostico da LTA.

Contudo, ndo ha evidéncias que suportem o uso de um método de execug@o mais
trabalhosa e mais dispendioso, como o que utiliza fracdo enriquecida com membrana, visto
que a diferenca de sensibilidade e especificidade entre as duas fragdes ndo foi estatisticamente

significativa (p = 0,45).

Com relacdo a avaliacdo da infectividade da cepa de Leishmania braziliensis, pudemos
observar que até a 68" passagem a amostra ainda continuava infectiva, demonstrado pelo
percentual de formas metaciclicas encontrado. Porém, a dosagem de NO realizada na 66°

. L 4 g
passagem ¢ a avaliacdo da presenga de formas metaciclicas na 68" indicaram que a amostra
estava perdendo gradativamente a infectividade, visto que a producdo de 6xido nitrico por
Leishmania braziliensis e a presenca de formas metaciclicas nestas passagens sdao muito

baixas.

O o6xido nitrico é um mediador da atividade microbicida dos macréfagos. E
biosintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e atua como
importante agente fisioldgico em varias fungdes bioldgicas, como citotoxicidade, mecanismos
hemostaticos, entre outros. Seu ciclo de vida é curto, pois € convertido em nitrito e nitrato na
presenga de moléculas de oxigénio. Contudo, a dosagem de nitrito e nitrato indica a produgdo

de 6xido nitrico (MONCADA; HIGGS, 1995).

Alguns estudos anteriores (GENESTRA et al. 2003, 2006) mostraram que formas
promastigotas de algumas espécies de Leishmania sintetizam 6xido nitrico, indicando sua
correlacdo com a quantidade de formas metaciclicas. O 6xido nitrico estd envolvido no
processo de interagdo entre parasita ¢ hospedeiro e sua quantidade é maior nas amostras em
fase infectiva (GENESTRA et al. 2006). Alguns estudos também realizados com Trypanosoma
cruzi indicam que o 6xido nitrico esta relacionado com a estimulagdo da motilidade da célula

e participa na modulagdo da apoptose do parasita (PAVETO et al. 1995).

Convencionou-se na literatura que parasitas do género Leishmania sdo considerados
infectivos até a 5. passagem em cultura, onde apresentam alta produ¢do de o6xido nitrico

(GENESTRA et al. 2006). GENESTRA et al. (2003) mostraram que Leishmania braziliensis ¢
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Leishmania chagasi também produzem o6xido nitrico e mostraram a sua associagdo com a
metaciclogénese, indicando também que o crescimento do nimero de passagens do parasita ¢

inversamente proporcional a produgdo de NO, sendo este um indicador de infectividade.

As dosagens de NO obtidas com amostra de Leishmania braziliensis em nosso estudo
corroboram os resultados encontrados por GENESTRA et al. (2003), indicando a diminui¢do do

nivel NO de acordo com o aumento do numero de passagens em cultura.

Adicionalmente estudos relacionados a infectividade da cepa de Leishmania
amazonensis relatam que quanto maior for o numero de passagens em cultura, menor ¢ o
numero de formas metaciclicas, que na amostra em fase infectiva possui valor em torno de
73% (GENESTRA et al. 2003). No estudo realizado por CYSNE-FINKELSTEIN et al. (1998), ndo
foram encontradas formas metaciclicas em amostras de Leishmania amazonensis com mais de

30 passagens em cultura.

O percentual de formas metaciclicas encontrado na cultura de Leishmania braziliensis
analisada neste estudo (68,7% na 7°. passagem, 13,3% na 61°. ¢ 7,5% na 68" justifica também
a infeccdo em cultura de macrofagos, j4& que essas formas consideradas infectantes sdo
fagocitadas por estas células e nelas se diferenciam em amastigotas, onde se multiplicam. Os
resultados da infeccdo experimental in vitro mostraram que os macrofagos foram infectados
pelos parasitas e rompidos, devido a multiplicagdo das amastigotas em seu interior. A
infectividade da amostra de Leishmania braziliensis ap6s 55 passagens em cultura,

demonstrada neste estudo, constitui um dado novo na literatura.
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7. CONCLUSOES

1) Os testes de ELISA, utilizando ambas as fragdes antigénicas (soliivel e enriquecida com

membrana) apresentaram excelente repetibilidade para o diagnostico da LTA.

2) As duas fracGes obtidas com a cepa de Leishmania braziliensis em fase infectiva
apresentam sensibilidade e especificidade satisfatorias para o diagnostico da LTA através do

teste de ELISA.

3) Embora a expressdo antigénica seja maior em amostras infectivas, o comportamento dos
testes de ELISA com Leishmania braziliensis ndo foi melhor quando comparado aos descritos

na literatura utilizando cepas ndo infectivas da mesma espécie.

4) Apos 68 passagens em cultura, a amostra de Leishmania braziliensis apresentou sinais de

infectividade in vitro, o que constitui um dado novo na literatura.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

INSTITUICAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS -
FIOCRUZ

COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH
ENDERECO: Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21045-900
TELEFONES (0xx21) 598-4260 / 598-4263 / 598-4266 / 290-1943 FAX (0xx21) 590-9988
NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZACAO DO
ATENDIMENTO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA NO CENTRO DE REFERENCIA EM LTA - INSTITUTO DE PESQUISA

CLINICA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ

NOME DO VOLUNTARIO:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenca que atinge seres humanos
e animais, incluindo o cdo, causada por parasitos chamados Leishmanias. A doenga ¢
transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regides de mata, plantacdes de banana, manga
etc. localizadas proximas as moradias humanas, onde costuma entrar para se alimentar de
sangue de pessoas e animais domésticos. A LTA se apresenta como feridas na pele de dificil
cicatrizagdo. Algumas vezes, a LTA pode se tornar mais grave, envolvendo as mucosas de
revestimento interno do nariz e da garganta, mesmo varios anos apos a cicatrizagdo da ferida
na pele. Atualmente, ndo temos como saber qual paciente adoecera de novo e qual

permanecera curado definitivamente.

Outras doengas como infec¢des por bactérias, tuberculose, sifilis, esporotricose, outras
micoses, tumores etc. podem se manifestar de forma parecida com a leishmaniose e precisam

ser diferenciadas para que se possa iniciar o tratamento correto. Entretanto, com os exames
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existentes atualmente, nem sempre se consegue ter certeza absoluta sobre qual a doenga em

questao.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras maneiras
a LTA pode se manifestar? como se comportam os exames de laboratorio antes, durante e
ap6s o tratamento? quais pacientes, mesmo apos o tratamento, irdo reabrir suas cicatrizes ou
irdo desenvolver doenca dentro do nariz ou na garganta? que outras doencas parecidas estdo
sendo confundidas com a LTA e quais exames devem ser utilizados para esclarecimento? qual
o papel dos seres humanos como reservatorios da doenga? quais as melhores formas de

tratamento? que medidas devem ser tomadas para controlar o problema?

Pelo presente documento, vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma

investigacdo clinica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com os seguintes objetivos:

Descrever aspectos da LTA: manifestagdes clinicas ¢ exames de laboratorio, tentando
estabelecer padroes de apresentacdo da doenga e seu modo de evolugdo, comparando com

outras doengas.

Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da LTA levando
em consideragdo o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de administragdo, custo e

auséncia de envolvimento das mucosas do nariz e da garganta.

Isolar, identificar e comparar as leishmanias causadoras da LTA provenientes de diversas

localidades.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o problema de saude em estudo e sobre a
pesquisa que sera realizada, prestando informagoes, detalhando os procedimentos ¢ exames,

beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé€ podera recusar-se a participar de
uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a qualquer momento, sem que
este fato lhe venha causar qualquer constrangimento ou penalidade por parte da Instituicdo. O
seu atendimento médico ndo serd prejudicado caso vocé decida ndo participar ou caso decida
sair do estudo ja iniciado. Os seus médicos poderdo também interromper a sua participagdo a

qualquer momento, se julgarem conveniente para a sua satde.

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consiste em autorizar a realizagdo de uma

série de exames para o diagnostico da sua doenga, ¢ que parte deste material, assim como o0s
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resultados destes exames de rotina, sejam utilizados neste estudo. Também sera necessaria a
sua autorizagdo: 1) para a utilizacdo de documentago fotografica ou filmagem de suas lesoes
para estudo 2) para que parte do material coletado periodicamente para a realizacdo de
exames para acompanhamento da evolugdo da sua doenga, assim como os resultados destes
exames de rotina ¢ do seu tratamento sejam utilizados neste estudo 3) para que parte das
amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como
finalidade a melhor compreensdo da doenca, o desenvolvimento e avaliacdo de novos
métodos diagnosticos; avaliagdo da resposta ao tratamento etc., desde que tal estudo seja

previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados lhe serdo gratuitos. Vocé receberd todos os

cuidados médicos adequados para a sua doenga.

Participando deste estudo vocé tera algumas responsabilidades: seguir rigorosamente
as instruc¢oes do seu médico; comparecer a unidade de saide nas datas marcadas; relatar a seu
médico todas as reagdes que vocé apresentar durante o tratamento, tanto positivas quanto

negativas.

Caso vocé necessite de atendimento médico, durante o periodo em que estiver
participando do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Fiocruz,
mesmo fora do seu agendamento. Em caso de necessidade ligue para o Dr. Armando de
Oliveira Schubach, Dra. Fatima Conceigdo-Silva ou Dra. Mariza Salgueiro nos telefones
acima. Caso vocé apresente qualquer quadro clinico que necessite de internacdo, a equipe
médica providenciard seu leito no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Fiocruz.
Seus animais com suspeita de LTA poderdo ser atendidos gratuitamente pela médica

veterinaria Dra. Tania Maria Pacheco Schubach no Servigo de Zoonoses do IPEC.

Sua identidade serd mantida como informagdo confidencial. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens poderdo ser divulgadas
desde que vocé ndo possa ser reconhecido. Entretanto, se necessario, os seus registros
médicos estardo disponiveis para consulta para a equipe envolvida no estudo, para o Comité

de Etica em Pesquisa, para as Autoridades Sanitarias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de concordar
em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o tratamento. O seu
médico devera oferecer todas as informagdes necessarias relacionadas a sua satude, aos seus

direitos, e a eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participag@o neste estudo.
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Procedimentos, exames e testes que seriao utilizados:

Antes do tratamento havera coleta de informagdes sobre a doenga; exame médico geral
¢ exame da pele com descrigdo e documentacdo fotografica ou filmagem das lesdes; exame
interno do nariz e da garganta com um aparelho chamado fibra otica, que permite ver lesdes
pequenas ou em locais de dificil acesso, para descricdo ¢ documentacdo fotografica ou
filmagem das lesdes (se necessario sera aplicado "spray" anestésico local). Retirada, com
anestesia local, de um pequeno fragmento da lesdo de pele, de mucosa ou de "ingua" para
realizagdo de exames tanto para diagnostico (aspecto microscopico do tecido doente e culturas
para tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenca como fungos, bactérias e
leishmanias) quanto para pesquisa (identificacdo de células e outros componentes da resposta
inflamatodria, assim como novos métodos de identificacdo dos possiveis agentes da doenca).
Outros materiais também poderao ser coletados na tentativa de isolamento do agente causador

da doenga: aspiragdo com seringa ¢ agulha do bordo da lesdo e de secregdes em lesdes de pele
fechadas.

Outros exames também serdo realizados para diagnosticar outras doengas possiveis de
serem confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da doenga e avaliar os efeitos dos
medicamentos a serem utilizados durante o seu tratamento: um a quatro testes cutineos
(inje¢do da décima parte de um mililitro de um reativo para determinada doenga na pele da
regido anterior do antebraco, a qual devera ser revista entre 2 a 3 dias apds a inje¢do); exames
de sangue (quantidade equivalente a aproximadamente trés colheres de sopa), exame de saliva
(coletada com um tipo de cotonete), radiografia dos pulmdes e da face (se necessario

complementada por tomografia computadorizada); e eletrocardiograma.

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento
glucantime por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma inje¢do ao dia, geralmente,
durante um periodo de 30 dias continuos ou com intervalos de descanso. Excepcionalmente,
para idosos, pacientes com doengas graves ou que ndo tolerem o tratamento normal, podera
ser utilizada a via intralesional (IL). O tempo do tratamento poderda ser diminuido ou
aumentado conforme a necessidade. Outras opc¢des de tratamento sdo a anfotericina B (IV) e
a pentamidina (IM), ambas injetaveis e necessitando medidas de acompanhamento parecidas

com as do glucantime.
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Apds o inicio do tratamento, vocé devera comparecer a aproximadamente trés
consultas dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesOes ndo cicatrizem totalmente, o tratamento
podera ser continuado pelo periodo de tempo necessario. Ao se atingir a cura clinica, vocé
devera retornar para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 ¢ 12 meses apos o término do
tratamento. E, a partir de entdo, pelo menos uma vez por ano durante um prazo indefinido (no

minimo 5 anos).

A cada retorno deverdo ser realizados avaliagdo médica e exames de sangue (na
quantidade aproximada de uma ou duas colheres de sopa) para avaliar os efeitos dos
medicamentos utilizados no seu tratamento e¢/ou para avaliar a evolu¢do da doenga. Outros
exames, como o eletrocardiograma durante o tratamento, poderdo ser realizados quando

indicados.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da puncdo venosa e,
eventualmente, podera haver a formagdo de uma area arroxeada no local, que voltara ao

normal dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, os testes na pele poderdo, apresentar uma reacdo forte com
inflamacdo do local, formagdo de bolhas e, mais raramente, formac¢do de ferida. Todo o

processo costuma regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.

Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da biopsia (retirada
de um pequeno fragmento de pele para exame) poderdo causar alergia, geralmente limitada ao
aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira na pele ¢ que respondem bem a
medicamentos antialérgicos. Mais raramente poderd haver uma rea¢do mais severa com

dificuldade de respirar e necessidade de cuidados mais intensos, existentes no IPEC.

No local da biopsia podera ocorrer inflamagdo e dor, acompanhados ou ndo de
infec¢do por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de medicamentos para

dor e antibidticos.

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos indesejaveis,
ndo devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em idade reprodutiva deve ser

acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz como preservativo de latex
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masculino ou feminino ("camisinha"), diafragma feminino ou anticoncepcional oral ("pilula").
Quando o tratamento ndo puder ser adiado, a anfotericina B podera ser utilizada na gravidez.

Os exames com raios-x também ndo devem ser realizados em gravidas.

Formas de ressarcimento:

Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecida alimentacao

conforme rotina do Servi¢o de Nutri¢do e Servigo social do IPEC para pacientes externos.

Beneficios esperados:

Espera-se que, ao final do tratamento, vocg esteja curado da LTA, embora as consultas
de retorno por varios anos apds o tratamento sejam necessarias para a confirmagdo da cura.
Os resultados deste estudo poderdo ou ndo beneficia-lo diretamente, mas no futuro, poderéo
beneficiar outras pessoas, pois espera-se também que este estudo contribua para que o
diagndstico e acompanhamento do tratamento de pacientes com LTA possa ser feito de forma

mais eficaz e segura.

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnostico diferente de LTA, vocé sera

devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o seu caso.

Declaro que li e entendi todas as informagdes referentes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica, a qual estarda a

disposigdo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver duvidas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto,

voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
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Nome médico: Data
Nome testemunha’: Data
Nome testemunha’: Data

Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mie ou responsavel legal.

Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mie ou responsavel legal.
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ANEXO B — Termo de Aprovac¢ao CEP

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO - 055/2007

Protocolo 0049.0.009.000-07

1. Identificacao:

Titulo do Projeto: "Avaliagdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) de fracdes soluvel e
enriquecida com membrana de cepas infectivas e ndo infectivas de Leishmania Viannia
braziliensis".

Pesquisador Responsavel: Sonia Regina Lambert Passos. Mestranda: Jamyra Iglesias Silva.
Instituicio Responsavel: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas / FIOCRUZ.

Data de Apresenta¢do ao CEP: 20/08/2007.

2. Sumario:

Este estudo visa a avaliar a acuricia e a confiabilidade do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
com fragdes soluvel e enriquecida com membrana de cepas infectivase ndo infectivas de
Leishmania (Viannia) braziliensis para o diagnostico da LTA. A acuridcia dos testes
sorologicos pode variar em fungdo da espécie de parasita infectante e do antigeno empregado.
Método: Estudo de acuricia diagnostica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) a partir de uma
coorte de 400 suspeitos que busca confirmacdo diagndstica de LTA em ambulatorio
especializado no periodo de 2005 a 2007. E de interesse a primeira amostra de soro dos
pacientes, com diagnostico confirmado de leishmaniose tegumentar por demonstracdo do
parasita através de imprint, cultura ou histopatologia e dos controles nos quais foi descartado
o diagnostico de LTA. Serdo utilizadas 76 amostras de soro de pacientes de LTA e 76
amostras de controles para cada antigeno empregado. Para o estudo de confiabilidade serdo
realizadas duas aferigdes de 137 amostras em momentos distintos e pelo mesmo técnico com
mascaramento do status diagnostico.

3. Observacoes Gerais: (Atendendo a Resolu¢ao CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. A rotina clinica de atendimento dos pacientes, incluindo
a obtengdo de espécimes clinicos para os estudos ¢ a realizacdo de Teste de Montenegro, foi
previamente submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do IPEC, constituindo o projeto:
"Estudo para a sistematizagdo do atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar
Americana no Centro de Referéncia em LTA IPEC/FIOCRUZ", aprovado no CEP com o
numero 0016.0.009-02 e coordenado pelo Dr. Armando de Oliveira Schubach. Os pacientes
assinaram o TCLE para a realizagdo da rotina e/ou entrada no Programa de Leishmanioses do
IPEC. Para o desenvolvimento deste projeto com relagdo a validacdo diagnostica, que utiliza
amostras séricas dos pacientes do projeto acima citado os responsaveis assinardo um Termo
de Compromisso e Responsabilidade. Ressalta-se que ndo havera impacto no PA da Unidade.

"Avalia¢do do ensaio imunoenzimatico (ELISA) de fracdes soluvel e enriquecida com
membrana de cepas infectivas e ndo infectivas de Leisl//mallia Viallllia braziliellsis".



59

4. Diligéncias:

Sim. Informar as caracteristicas da casuistica, bem como assinalar se grupos especiais nao
serdo incluidos no estudo. Esclarecer se esta correto assinalar ndo no item da folha de rosto
que se refere a Banco de Materiais Biologicos e certificar a adequagdo a resolugdo 347/2005.
Ajustar cronograma. Foram satisfeitas.

5. Parecer:
APROVADO.

Data: 08 de novembro de 2007.

Dr.“ Lea Camillo-Coura
Coordenadora do Comité

de Etica em Pesquisa
IPEC/ FIOCRUZ
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ANEXO C - Termo de Compromisso e Responsabilidade.

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, Sonia Regina Lambert Passos, coordenadora do projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo por ensaio imunoenzimatico (ELISA) de fracdes solivel e enriquecida com
membrana de cepas infectivas e nido infectivas de Leishmania Viannia braziliensis”,
comprometo manter a confidencialidade assim como a privacidade dos participantes do

projeto.

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este projeto,

serdo mantidos em um banco de dados sob a minha responsabilidade.
Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em comunicagdes cientificas

mantendo o anonimato dos participantes ¢ o material utilizado ndo sera empregado em outras

pesquisas, a ndo ser quando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro,  de de 200

Sonia Regina Lambert Passos Fernanda Carvalho de Queiroz Mello

Jamyra Iglesias Silva
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