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RESUMO

A leishmaniose mucosa (LM) é a forma de acometimento mucoso tardio que afeta
entre 3 a 5% dos pacientes com histérico de leishmaniose cutanea (LC) causada
pela Leishmania (Viannia) braziliensis. A LM é caracterizada pelo surgimento de
lesbes e ulceragbes em mucosas dos tratos respiratdrio e digestivo superiores,
provocando deformidades estruturais e estigmatizantes nestes pacientes. O
diagnéstico da LM por critérios clinico-epidemiologicos é insuficiente, devido a sua
similaridade com doengas que podem acometer mucosas. Entretanto, os exames
laboratoriais com desempenho suficiente, custo e operacionalidade acessiveis sédo
escassos. Além disso, a produgéo do antigeno, que era usado na Intradermorreagao
de Montenegro (IDRM), exame complementar mais utilizado nos ultimos anos, foi
interrompida no Brasil em 2015. Nesse contexto, a aplicabilidade dos testes
soroloégicos, desenvolvidos e registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para o diagnéstico da leishmaniose visceral (LV), foi avaliada para o
diagnédstico da LM. Por meio de uma pesquisa na plataforma eletronica publica da
ANVISA, realizada em setembro de 2016, foram identificados seis testes sorolégicos
para o diagnostico da LV e com registro ativo no Brasil. Desses, Leishmania ELISA
IgG+lgM da Vircell S.L., Ridascreen® Leishmania Ab da R-Biopharm AG., IFI
Leishmaniose Humana — BioManguinhos, IT-LEISH® da Bio-Rad Laboratories, Inc.
foram avaliados nesse estudo. Além destes, foi avaliado também o protétipo de kit
do teste de aglutinagdo direta aprimorado no Instituto René Rachou (DAT-LPC).
Andlise de desempenho dos testes foi realizada em 40 amostras de soro de
pacientes com diagnéstico de LM, confirmados por critérios clinico-epidemiolégicos,
e prova terapéutica, ou laboratoriais, preconizados pelo Ministério da Saude, e 20
amostras de soro de pacientes com suspeita de LM, mas que tiveram confirmacéo
de outra etiologia, atendidos no Centro de Referéncia em Leishmaniose do Instituto
René Rachou, no periodo de 2009 a 2016. A acuracia diagnéstica foi moderada,
destacando os testes Ridascreen® Leishmania Ab (86,2%) e Leishmania ELISA
I9G+IgM (73,3%). A IFl Leishmaniose Humana apresentou acuraria de 66,7%,
enquanto IT-LEISH® e DAT-LPC demonstraram a menor acuracia (38,3%), apesar
de alta especificidade (100% e 95%, respectivamente). Apos determinagéo de novos
pontos de corte, para os testes Leishmania ELISA IgG+IigM e Ridascreen®
Leishmania Ab, houve melhora da acuracia de 73,3% para 88% (p=0,04) e de 86,2%
para 89% (p=0,64), respectivamente. Os testes Leishmania ELISA IgG+IgM e
Ridascreen® Leishmania Ab apresentaram maior sororreativade e sensibilidade com
amostras de pacientes com a forma clinica moderada/grave em comparagédo as
amostras de pacientes com a forma leve da LM. Os resultados obtidos nesse estudo
indicam diferencas significativas na aplicabilidade dos testes sorolégicos,
desenvolvidos e registrado na ANVISA para o diagnoéstico da LV, quando aplicado
para o diagnostico da LM, o que deve orientar o planejamento de novos estudos.

Palavras-chave: Leishmaniose mucosa. Leishmania braziliensis. Diagnostico
laboratorial. Testes soroldgicos.



ABSTRACT

Mucosal leishmaniasis (ML) is the form of late mucosal involvement that affects
between 3 to 5% of patients with a history of cutaneous leishmaniasis (CL) caused
by Leishmania (Viannia) braziliensis. The ML is characterized by the presence of
lesions and ulcerations in mucous membranes of the respiratory and digestive tracts
causing structural and stigmatizing deformities in these patients. The diagnosis of ML
by clinical-epidemiological criteria is insufficient, due to its similarity with diseases
that can affect mucous membranes. However, laboratory tests with sufficient
performance, cost and operability are scarces. In addition, the production of the
antigen that was used in the Montenegro Intradermoreaction (IDRM), the most
commonly used complementary exam in recent years, was interrupted in Brazil in
2015. In this context, the applicability of the existing serological tests, developed and
registered at the National Agency of Sanitary Surveillance (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA) for the diagnosis of visceral leishmaniasis (VL), was
evaluated for the diagnosis of ML. A survey of ANVISA’s public electronic platform,
conducted in September 2016, identified six serological tests for leishmaniasis and
with active registration in Brazil. Of these, Leishmania ELISA 1gG+IgM from Vircell
S.L., Ridascreen® Leishmania Ab from R-Biopharm AG., IFI Leishmaniose Humana -
BioManguinhos, IT-LEISH® from Bio-Rad Laboratories, Inc. were evaluated in this
study. In addition, adirect agglutination test prototype kit improved at the René
Rachou Institute in Brazil (DAT-LPC) was included. Analysis of test performance was
performed on 40 serum samples from patients diagnosed with ML, confirmed by
clinical-epidemiological criteria, and therapeutic prove, or laboratory tests, as
recommended by Ministry of Health, and 20 serum samples from patients with
suspected ML, but who had confirmation of another etiology, attended at the
Leishmaniose Reference Center of the René Rachou Institute from 2009 to 2016.
The diagnostic accuracy was moderate, with Ridascreen® Leishmania Ab (86.2%)
and Leishmania ELISA IgG+IgM (73,3%). The IFl Leishmaniose Humana showed
66.7% of accuracy, while IT-LEISH® and DAT-LPC demonstrated the lowest
accuracy (38.3%), despite high specificity (100% and 95%, respectively). After the
determination of new cut-off points, for the Leishmania ELISA 1gG+IlgM and
Ridascreen® Leishmania Ab tests, there was an improvement in accuracy from
73.3% to 88% (p=0.04) and from 86.2% to 89% (p=0.64), respectively. The
Leishmania ELISA IgG+IgM and Ridascreen® Leishmania Ab tests presented bigger
serorreativity and sensitivity in the patients with moderate/severe clinical form in
comparison to the patient carriers of mild form ML. The results obtained in this study
indicate significant differences in the applicability of the serological tests, developed
and registered in ANVISA for the diagnosis of LV, when applied for the diagnosis of
LM, which should guide the planning of new studies.

Key words: Mucosal leishmaniasis. Leishmania braziliensis. Laboratory diagnosis.
Serological tests.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose mucosa (LM) é uma doenca infecciosa causada por parasitos do
género Leishmania, caracterizada pelo acometimento progressivo de mucosas de
vias aéreas superiores, o que provoca deformidades estruturais e estigmatizantes no
paciente. O diagnostico da doenga, apenas por critérios clinico-epidemiolégicos, &
hoje considerado estratégia insuficiente, em fungéo da existéncia de diversas outras
doengas que podem cursar com lesdes mucosas indistinguiveis, tais como linfoma,
paracoccidioidomicose, hanseniase, sifilis, vasculites, dentre outras (MARSDEN,
1986; WHO, 2010; BRASIL, 2017). Por outro lado, em relagdo aos exames
laboratoriais, observa-se indisponibilidade de método diagnoéstico complementar, que
reuna bom desempenho, baixo custo, operacionalidade e acessibilidade para o
diagnédstico de LM. Até recentemente, a Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM),
era o teste complementar para o diagnéstico da LM mais utilizado no Brasil. O teste
alia simplicidade de execugéo, baixo custo e alta sensibilidade para a confirmacéo da
presenca de infecgdo por Leishmania, embora ndo discriminasse infecgdo prévia de
doenga ativa. A partir de 2015, o antigeno de Montenegro teve sua produgao
interrompida devida a impossibilidade do Centro de Produgdo e Pesquisa de
Imunobiolégicos (CPPI), em se adequar as novas exigéncias de boas praticas de
fabricacéo, definidas pela ANVISA. Com isso, a IDRM nédo pdde ser mais utilizada
nos servigos de saude, dificultando mais ainda o diagnéstico de LM, ndo sé no Brasil,
como em toda a América Latina. Historicamente, a LM é reconhecida como condigao
em que todos os outros métodos laboratoriais tém ainda desempenho diagnoéstico
incerto ou sao considerados de baixa sensibilidade, como os exames parasitolégicos,
ou de alto custo, como os ensaios moleculares. Diante desse cenario e considerando
a fisiopatologia da LM, caracterizada essencialmente pela resposta inflamatéria do
hospedeiro, testes sorolégicos despontam como alternativas potencialmente uteis
para o diagnostico da doenga, mas ainda pouco estudados de forma sistematica.
Sao diferentes testes soroldégicos, com variadas metodologias, usando diversos
antigenos de Leishmania spp. disponiveis para uso no Brasil. Esses testes
sorolégicos foram produzidos, em sua grande maioria, para aplicagdo no diagndstico
da forma visceral da doenga (LV). Ainda que ja sugeridos em manuais de manejo de
LM (WHO, 2010), sdo poucas as séries de casos que descreveram o desempenho
de testes sorolégicos entre pacientes com LM (AMATO et al., 2007; CUNHA, 2015).
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Além disso, ndo foram encontrados, na literatura cientifica, estudos de desempenho
diagnostico de testes sorolégicos huma populagéo constituida por casos e controles
da doenga.

Diante da falta de expectativa no desenvolvimento de novas alternativas diagnosticas
em curto prazo, este projeto se propée a avaliar a aplicabilidade de testes
sorolégicos, produzidos e registrados para LV, no diagnostico da LM. Espera-se que
as informagdes aqui produzidas possam subsidiar as recomendagdes referentes ao
manejo diagnéstico da LM, o que em ultima analise pode aumentar a resolutividade
dos servigos de salde, otimizar a utilizagdo dos recursos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) e reduzir a morbimortalidade da doenga, fortemente relacionada ao

tratamento tardio, inadequado e toxico.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de testes sorolégicos para a leishmaniose visceral, baseado
na pesquisa de anticorpos contra antigenos de Leishmania spp. para o diagnéstico

da forma mucosa da leishmaniose tegumentar.

2.1 Objetivos especificos

« Comparar a sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes soroldgicos
registrados na ANVISA;

« Auvaliar a concordancia dos resultados dos testes sorologicos;

« Determinar o ponto de corte, para testes sorolégicos com resultado numérico
continuo, que proporcione melhor acuracia para o diagnostico da LM;

« Correlacionar a sororreatividade das amostras com a classificagéo clinica de
LM, tempo de evolugédo e idade do paciente;

- Correlacionar a sensibilidade dos testes sorolégicos com a classificagao
clinica da LM, tempo de evolugéo e idade do paciente.
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3 REVISAO TEORICA

3.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doengas infecciosas causadas pelo protozoario
do género Leishmania, caracterizadas por apresenta¢des espectrais de acordo com
a espécie do parasito e resposta imune do hospedeiro (SARAVIA et al.,, 1989;
GONTIJO & CARVALHO, 2003). No homem, a leishmaniose tegumentar (LT) e a
leishmaniose visceral (LV) sdo as principais manifestagdes clinicas da doenga. As
leishmanioses configuram um sério problema de saude publica mundial e estido
associadas a fatores ambientais tais como desmatamento e urbanizagédo
descontrolada, além de fatores imunolégicos do hospedeiro, ma nutricdo e
coinfecgdo com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (DA-CRUZ et al., 2002;
MACHADO-COELHO et al.,, 2005, BRASIL, 2010; GOMES et al., 2014). A LV,
também conhecida como Calazar, é a forma mais grave da doenga, que pode cursar
com a presenga de febre irregular de longa duragdo, pancitopenia
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia, linfadenopatia, podendo ser fatal
quando ndo tratada (PELISSARI, 2011). A LV é endémica em 62 paises,
principalmente em regides tropicais e subtropicais das Américas, Asia, Oriente
Médio, Africa e Europa e estima-se que aproximadamente 500 mil novos casos da
doenga ocorram a cada ano (ALVAR et al., 2012). Por sua vez, a LT afeta pele e
mucosas, é endémica em 88 paises de quatro continentes (Africa, Américas, Asia e
Europa), com incidéncia anual de 0,7 a 1,2 milhdes de casos (ALVAR et al., 2012).
No Brasil, uma média anual de 21.260 casos de LT foi notificada entre 2010 a 2016,
dos quais aproximadamente 1.125 casos foram identificados com a forma mucosa. A
maior parte dessas notificagdes (495 casos/ano) foi registrada pela regido norte,
seguida pelas regides centro-oeste (272 casos), sudeste (229 casos/ano), nordeste
(228 casos/ano), e, por fim, com menor incidéncia, a regido sul, com 62 casos
(BRASIL, 2018).
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3.2 Aspectos gerais da LT

As principais espécies dermotropicas do parasito, encontradas no Brasil, sdo
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Viannia) braziliensis. Além dessas, as espécies Leishmania (Viannia)
lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania
(Viannia) lindenbergui sédo encontradas com menor frequéncia e limitadas a regido
amazoénica (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994; SILVEIRA et al., 2004; COSTA, S et
al.,, 2007). A L. braziliensis é a principal espécie responsavel pela doen¢a no pais
(GRIMALD, TESH e McMAHON-PRATT, 1989; BRITO, 2008), reconhecidamente
relacionada a baixa tendéncia de cura espontanea (AMATO et al., 1998b) e a um

maior potencial de evolugéo para a forma mucosa.

A transmissdo do protozoario Leishmania ocorre durante repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, género Lutzomyia (BRASIL, 2017). No Brasil, as espécies Lu.
whitmani e Lu. intermedia sédo de maior relevancia na transmisséo da L. braziliensis.
As espécies Lu. flaviscutellata e Lu. olmeca, na transmissao da L. amazonensis. Ja
as espécies Lu. umbratilis e Lu. anduzei, na transmisséo da L. guyanensis (BRASIL,
2017). O parasito possui um ciclo biolégico heteroxénico, vivendo alternadamente
em hospedeiros vertebrados e insetos (vetores). Suas formas promastigotas
infectantes, alongadas e com flagelos, sdo encontradas no tubo digestivo dos
insetos vetores e suas formas amastigotas, ovaladas e sem flagelo aparente, séo
encontradas no interior de células dos hospedeiros vertebrados. Apds serem
inoculados no hospedeiro, durante o repasto sanguineo, os parasitos, na sua forma
promastigota, séo fagocitados por células do sistema monocitico fagocitario, onde se
transformam em amastigotas que se multiplicam por fissdo binaria. A célula
infectada termina por romper-se, liberando as amastigotas que serao fagocitadas por
novos macréfagos, amplificando a infecgdo. Durante o repasto sanguineo, o vetor
ingere células infectadas com amastigotas que se rompem ao chegarem no
estdbmago do vetor e se diferenciam em promastigotas de Leishmania spp.
(SCHLEIN et al. 1992; FERREIRA; FORONDA; SCHUMAKER, 2003). As
promastigotas continuam se dividindo por divisdo binaria e migram para o intestino

anterior ou posterior, dependendo da espécie do parasito. Apos essa fase no
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intestino, ocorre a migragao através do estdmago em diregdo a faringe do vetor.
Durante essa migragdo ocorrem mudangas morfolégicas e bioquimicas
(metaciclogénese) e os parasitos se tornam infectantes, podendo ser inoculados em

um hospedeiro, durante novo repasto sanguineo.

Além da infecgdo humana, varias espécies de Leishmania tém sido encontradas
parasitando animais domésticos (canideos, felideos e equideos), silvestres e
sinantropicos (marsupiais, edentados, quiropteros e canideos silvestres), mas néo
ha um consenso sobre o principal reservatério no ciclo da LT. No caso dessa
doenga, ndo ha recomendacdo de medidas de controle dirigidas aos animais
silvestres e/ou domésticos. As medidas de controle sédo definidas de acordo com os
aspectos epidemiologicos, sendo baseadas no diagnéstico e tratamento adequado
dos casos humanos e controle quimico entomolégico quando ha indicagado (BRASIL,
2017).

Em relagéo ao espectro clinico, a LT pode acometer ambos os sexos em todas as
faixas etarias. No Brasil, a doenga tem incidéncia maior entre os individuos maiores
de 10 anos e predomina no sexo masculino. As manifestagbes descritas variam
desde lesbes cutaneas localizadas (leishmaniose cutanea, LC), acima de 10 lesées
(leishmaniose disseminada), a forma anérgica (leishmaniose difusa), além de
apresentagbes com comprometimento em mucosas (leishmaniose mucocutanea
simultdnea, LMC ou leishmaniose mucosa tardia, LM) (WHO, 2010; OLIVEIRA, A.P.
et al., 2013). A lesao tipica de LC no Brasil caracteriza-se por Ulcera ovalada ou
arredondada com bordas infiltradas, Gnica ou em pequeno nimero. Podem também
ocorrer papulas, nodulos ou placas (SILVEIRA, LAINSON E CORBETT, 2004;
OLLIARIO et al., 2013; BRASIL, 2017). A forma disseminada é caracterizada pela
presenca de 10 ou mais lesdes na forma de papulas, Ulceras ou lesdes acneiformes,
que frequentemente cursa com acometimento mucoso simultdneo e pode estar
associada a imunodeficiéncia celular (BARRAL et al., 1995). A leishmaniose difusa
pode ser encontrada em pacientes infectados por L. amazonensis. Nesses pacientes
sdo encontradas multiplas lesées nodulares ou em forma de placas, raramente
ulceradas, de dificil resposta ao tratamento devido a anergia imunolédgica
(CASTELLUCCI et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009). A forma mucocutanea é

caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas associadas ao comprometimento da
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mucosa nasal ou orofaringea. E, por fim, a LM propriamente dita, aquela com
acometimento tardio, isolado, destrutivo e progressivo, principalmente da mucosa
nasal, mas também orofaringea, com pouca probabilidade de cura espontdnea
(AMATO et al., 1998b).

3.3 Leishmaniose mucosa

A LM é uma forma de comprometimento mucoso tardio que afeta entre 3 a 5% dos
pacientes que tiveram leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis, meses ou
anos antes. Porém, cerca de 16% dos pacientes néo relatam a ocorréncia prévia de
lesdo cutanea compativel com LC (WEIGLE & SARAVIA, 1996, OLIVEIRA, A. P. et
al.,, 2013). Alguns fatores, relacionados a doenga cutdnea primaria, ja foram
associados com a ocorréncia de lesdo mucosa tardia, dentre eles a extensao,
numero, local, tratamento tardio, nao realizado ou inadequado da leso inicial de pele
(GREVELINK e LERNER, 1996; CASTELLUCI et al., 2006; GOMES et al., 2014).
Além desses, a associagao entre idade avancada e baixo peso e a ocorréncia de LM
também tem sido aventada (JIRMANUS et al., 2012; OLIVEIRA, A.G. et al.,, 2013;
CARVALHO, A. et al., 2015).

A evolugdo da LM inicia-se geralmente com infiltragdo no septo nasal e progride para
lesdes ulcerativas ou vegetantes capazes de levar a perfuragéo do septo nasal. Com
a evolugéo da doenga, pode haver progressado para a cavidade oral, faringe e laringe,
sendo o acometimento de outras mucosas como conjuntiva ocular e regido genital
mais raramente descrito (AMATO et al., 1995; AMATO et al., 2007; LESSA et al,,
2007; AMATO et al., 2008; TUON et al., 2008; LESSA, 2012; MORAES et al., 2012;
COBO, 2016; BRASIL, 2017). As principais queixas sdo presenca de crostas e
obstrugdo nasal, epistaxe, podendo ocorrer disfagia, odinofagia, rouquidao, dispneia
e tosse. Prurido nasal e dor sdo manifestagdes raras e estdo associadas as
infecgdes secundarias e sinusite (LESSA et al., 2007; BRASIL, 2017).

Ainda, existem outras apresentagdes clinicas de LT que também cursam com lesdes
mucosas, a saber, doenga cutaneomucosa contigua, mucosa primaria (presumida
como o sitio da infec¢édo por Leishmania) e aquelas com comprometimento mucoso

ndo contiguo, mas simultaneo as lesées cutaneas, tém sido também denominadas
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de LM. Segundo o Ministério da Saude do Brasil - MS (BRASIL, 2017), sdo as
seguintes as formas clinicas da doenga, de acordo com a fisiopatologia e evolugéo:

a) mucosa concomitante: quando ha lesédo cutanea ativa e mucosa ao mesmo tempo,

com distancia entre elas;

b) mucosa contigua: decorrente da invasdo da lesdo cutédnea préxima as mucosas
das vias aerodigestivas. A lesdo no momento do diagnéstico pode apresentar-se

ativa ou cicatrizada;

c) mucosa de origem indeterminada: quando néo ¢ possivel detectar lesées cutaneas

prévias, por serem atipicas ou subclinicas, e ndo deixarem cicatrizes perceptiveis;

d) mucosa primaria: proveniente da picada do vetor na mucosa ou semi-mucosa de

labios e genitais;

e) mucosa tardia: forma mais comum, lesdo mucosa isolada e associada a um

histoérico prévio de LC.

Considerando que a extensao e intensidade da lesdo podem influenciar os sintomas
clinicos e a resposta terapéutica dos pacientes com LM (FRANKE et al., 1990;
GUERREIRO et al., 2000), varias definicbes tém sido descritas para melhor
categorizar a doenga. Em 1997, Lhanos-Cuentas e colaboradores propuseram uma
classificagdo baseada na combinacédo de localizagdo das lesdes e intensidade de

sintomas, como segue:

- Leve: quando o acometimento é exclusivamente nasal;

« Moderada: quando outra mucosa, além da nasal, estd acometida e os
sintomas odinofagia, disfonia e dispneia sao leves;

- Grave: quando outra mucosa, além da nasal, estd acometida e os sintomas

odinofagia, disfonia e dispneia séo considerados intensos.

Em 2012, LESSA e colaboradores propuseram um novo sistema de cinco estagios
clinicos da LM, baseados na intensidade do acometimento nasal observada no

exame da mucosa e sintomatologia clinica:
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I- Presenga de nodulagdo sem ulceragdo: pode ocorrer em pacientes
assintomaticos ou com sintomas leves;

1I- Presenca de ulceragdes superficiais: lesdes nodulares leves, normalmente em
septo nasal anterior, concha nasal inferior e assoalho da fossa nasal, sintomas
mais comuns sdo pequenos sangramentos, rinorreia e obstrugao nasal;

- Presenga de ulceragdes profundas: reatividade tecidual mais intensa,
granulagdes teciduais visiveis e infiltrados em mucosa, ocorre um
espessamento do septo nasal, surgimento de crostas hematicas no septo,
concha inferior e assoalho da fossa nasal, os sintomas sdo sensagéo de dor
em piramide nasal, rinorreia sanguinolenta, coagulo e obstru¢do nasal intensa.
O surgimento desses focos de sangramento pode ser devido a fragilidade das
lesées quando tocadas;

IV-  Perfuragdo do septo: necrose e perfuracdo em cartilagem no septo nasal
anterior e infiltracdo no septo posterior, clinicamente, o paciente pode
apresentar rinorreia sanguinolenta, coagulos e obstrugéo nasal;

V- Destruigéo da arquitetura nasal e alteracdo da estrutura facial: destrui¢ao total
da coluna nasal com ou sem o desabamento da estrutura nasal, paciente com
rinorreia sanguinolenta, crostas hematicas extensas, obstrugdo nasal e

destruicdo nasal.

Segundo os autores, os estagios IV e V podem surgir tanto em doenga ativa quanto
inativa, ou seja, esses estagios podem ser vistos mesmo apos o tratamento e

resolugao das lesdes ativas.

Embora a imunopatogénese da LM néo esteja totalmente elucidada, a relagdo com
uma resposta inflamatéria celular anti-Leishmania exacerbada tem sido descrita, com
achados de aumento do numero de células T CD4*, CD8", Natural Killer (NK) e
niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias, principalmente, IFN-y, TNF-a e IL-2
(CARVALHO et al., 1985; PIRMER et al., 1993; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998;
BACELLAR et al., 2002; AMATO et al., 2003; SILVEIRA, LAINSON e COBERTT,
2004; BERTHOLET et al, 2005; CASTELLUCI et al., 2006; TUON, 2008).
Simultaneamente, observa-se uma diminuigcdo da resposta a IL-10, TGF- e queda
da sintese de 6xido nitrico, responsaveis pela modulagdo e inibigdo da ativagdo de
macréfagos (BACELLAR et al., 2005; GOMES-SILVA et al., 2007; GOLLOB, VIANA
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e DUTRA, 2014). Esta resposta imune pode ser a principal responsavel pelas
manifestacdes clinicas da doencga e intensa destruicdo tecidual, apesar do controle

da multiplicagdo ou mesmo eliminagao do parasito (BRASIL, 2017).

Ainda nédo sdo bem conhecidos os fatores relacionados a evolugéo ou surgimento da
LM. Entretanto, ha evidéncias de associagdo com resisténcia do parasito ao
antiménio pentavalente, estresse do sistema imune e fatores genéticos do
hospedeiro. Algumas condigbes relacionadas a imunossupresséo, tais como infec¢éo
por HIV, uso de corticosteroides e outros imunossupressores, ja foram também
relacionados ao risco do acometimento mucoso (ALIAGA et al., 2003; MOTTA et al,,
2003; TUON et al., 2008; FAUCHER et al., 2011; GUERRA et al., 2011; COCUZZA
et al, 2013). Ha relatos ainda da relagdo entre a presenga de alguns alelos,
associados a producdo de TNF-a, TNF-B, IL-6, CXCR1 e CXCR2/MCP1, com a
evolugdo para a forma mucosa da leishmaniose tegumentar (RONET et al., 2011).

Mais recentemente, alguns estudos tém demonstrado o papel dos Leishmania RNA
Virus (LRVs) na patogénese da doenga, sendo um dos mecanismos sugeridos na
inducéo da produgéo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias. Denominado LR1,
esse foi o primeiro virus encontrado em formas promastigotas de L. guyanensis em
fragmento de tecido de paciente com LC e, posteriormente, identificado em L.
braziliensis (SALINAS et al, 1996). Cantanhéde e colaboradores (2015)
demonstraram correlagdo do LRV também com a intensidade da LT, além de um
aumento de 2,9 vezes do risco relativo de acometimento mucoso. Ressalta-se,
porém, que esse achado foi limitado a regido amazénica, sendo a associagdo com a
intensidade da doenca ainda ndo corroborada por outros estudos (IVES et al., 2011,
HARTLEY et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; CANTANHEDE et al., 2015).

Em relagdo a resposta imune humoral, alguns poucos estudos tém demonstrado
presenca de classes de anticorpos especificos anti-Leishmania, principalmente IgG e
IgA, circulantes em pacientes com LM (GUIMARAES et al., 1989; DELGADO et al.,
1996; BRITO et al., 2001; PEDRAS et al., 2003; TORRES-GUERRERO et al., 2017),
com variagdo no indice de avidez dos mesmos (SOUZA, M. et al., 2005). Mesmo

com esses achados, o papel desses anticorpos nédo estd bem elucidado (TRUJILLO
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et al., 1999), o que justifica o entendimento ainda vigente de que a resposta imune
celular seria preponderante na fisiopatologia da LM (LIEW e O'DONNELL, 1993).

3.3.1 Diagnoéstico

O diagnéstico de LM permanece um desafio. Embora se admita que o diagnéstico
por critérios clinico-epidemiolégicos seja possivel (VRIES et al., 2015; BRASIL,
2017), a ampla gama de patologias, com quadros semelhantes, torna a confirmagao
laboratorial da infeccdo mandatéria em locais com disponibilidade de recursos
propedéuticos. As principais condigdes com manifestagbes mucosas similares séo
paracoccidioidomicose, hanseniase Virchoviana, sifilis terciaria, carcinoma
epidermdide e basocelular, linfomas, rinofima, rinosporidiose, entomoftoromicose,
granulomatose de Wegner, sinusite, sarcoidose, rinite alérgica, perfuragao traumatica
do septo nasal ou por uso de drogas (MARSDEN, 1986; WHO, 2010; BRASIL, 2017).
Sao poucos os estudos abordando especificamente o diagnéstico laboratorial de LM,
seja com métodos parasitolégico, imunolégico ou molecular e, os disponiveis
descrevem desempenhos conflitantes para os testes e se baseiam em numero
limitado de pacientes. Um agravante desta insuficiéncia de informagdes é a auséncia
de um teste reconhecido como o padrao-ouro para o diagnéstico da doenga (GOMES
et al., 2014; BRASIL, 2017).

No Brasil, o MS apresenta em seu Manual de Vigilancia da Leishmaniose

Tegumentar, publicado em 2017, o seguinte fluxograma para o diagnéstico da LM:
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Fluxograma 1 — Diagnéstico da forma mucosa da leishmaniose tegumentar

Caso suspeito de LT
mucosa’

Encaminhar para investigagiio em
centro de referéncia

Histopatologia

Rinoscopia

Orofanngoscopia

Considerar

prova : 4
l‘t'Ta]Jéutica
Continuar a investigagio Tratamento

para LT e realizar

diagnésticos diferenciais

Sim
(Diagnoéstico
confirmado)

Fonte: Manual de vigilancia para leishmaniose tegumentar, 2017.

Consta nesse fluxograma a recomendacgdo da utilizagdo da Intradermorreacédo de
Montenegro (IDRM) como exame complementar, porém a interrup¢do da produgéo
do antigeno de Montenegro ocorreu dois anos antes da publicagdo desse manual.
Como exames confirmatérios temos a cultura, PCR, histopatologia, rinoscopia e
orofaringoscopia. Devido a escassez de parasitos provocada pela resposta
inflamatéria exacerbada, a cultura tem baixa sensibilidade no diagnéstico da LM. A

reagdo em cadeia da polimerase (PCR), apesar de ser uma técnica sensivel e
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especifica, é limitada aos centros de referéncias e, até o momento, ndo ha uma
padronizagdo amplamente aceita para a técnica. Embora o exame histopatologico
possa contribuir com o diagndstico da LM, o mesmo somente pode ser considerado
confirmatério quando formas compativeis com amastigotas sdo encontradas no
material examinado. Caso contrario, o resultado deve ser tomado como diagnéstico

sugestivo.

Além dessas técnicas, a Organizagdo Mundial da Saude recomenda também o uso
da reagdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico de ELISA
para o diagnéstico laboratorial da forma mucosa, mas nao apresenta informacdes
sobre o desempenho das mesmas (WHO, 2010). Essas técnicas também ja foram
recomendadas na versdo anterior do manual brasileiro para tratamento da
leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2010), mas por falta de evidéncias de acuracia,

foram retiradas da verséo revisada e publicada em 2017 (BRASIL, 2017).

Método Parasitolégico

O método parasitolégico baseia-se no achado do parasito por meios diretos ou
indiretos. No caso da leishmaniose mucosa, a pesquisa direta da forma amastigota
do parasito pode ser tentada em impressos (“imprint”’) de fragmentos de tecido
biopsiado, que depois sdo corados com Giemsa, porém com sensibilidade inferior a
30% (CUBA et al., 1984; MARSDEN, 1986). A forma indireta de detecgcdo do
parasito pode ser realizada a partir do crescimento da forma promastigota do
parasito em meio de cultivo Novy-MacNeal-Nicolle e Liver Infusion Triptose (NNN-
LIT), ou a partir de macerado de fragmento ou aspirado de lesdo inoculados em
animais, mas permanece com sensibilidade baixa e variavel na LM,
aproximadamente de 45% (CUBA et al., 1984; MARSDEN, 1994; PEARSON e
SOUZA, 1996; GOTO e LINDOSO, 2010). Os principais limitantes do diagnostico
parasitolégico da LM sdo a escassez de parasitos na lesdo, o que acredita ser
causado pela reacgao inflamatéria exacerbada do hospedeiro. Além disto, a pesquisa
do parasito exige a realizagdo de bidpsia para obtencdo de material a ser
examinado, técnica invasiva que requer profissionais especializados (REIS et al.,
2008; BOGGILD et al., 2010).
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Método Histopatologico

O exame histopatolégico pode ser utilizado na pesquisa direta de formas
amastigotas, utilizando-se a propria coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E). O
padrdo inflamatério sugestivo de infeccdo por Leishmania spp. inclui reacéo
granulomatosa com grande quantidade de linfécitos, neutréfilos e plasmécitos
(MAGALHAES et al., 1986; BITTENCOURT e BARRAL, 1991; SILVEIRA, LAINSON
e COBERTT, 2004; LESSA, 2007; MOTTA, 2007). A primeira classificagdo
histolégica das formas da LT foi proposta por Azulay (1960), que preconizou uma
categorizagdo da doenca baseada no padrédo inflamatério tecidual, sendo a fase
inicial uma inflamacéo exsudativa aguda até se tornar um granuloma tuberculéide em
sua fase tardia.

Em 1980, Ridley e colaboradores apresentaram a classificacéo histoloégica baseados

em amostras de pacientes com LC e LM, dividida em cinco grupos:

e Grupo |: derme quase normal, exceto pela presenca das manchas de
degeneragao de colageno;

< Grupo ll: processo necrotizante mais grave que no grupo |,

«  Grupo llI: infiltrado inflamatdrio acentuado sem necrose ou granuloma;

« Grupo IV e V: associados as células epitelidides e gigantes.

Magalhdes e colaboradores (1986) propuseram uma classificagdo histologica
baseada nas caracteristicas morfolégicas e possivel correlagédo clinico-evolutiva da

doenca:

I- Reacgdo exsudativa celular — Infiltrado histioplasmocitario com proporgdes
celulares que tendem para a equivaléncia;

1I- Reacdo exsudativa e necrética — Necrose tissular de amplitude e forma
variaveis, associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmocitario;

- Reacgdo exsudativa e necrotico-granulomatosa — Reagédo granulomatosa
desorganizada nas proximidades de area de necrose tissular, com vasculite

aguda menos frequente, no seio do infiltrado histiolinfoplasmocitario;
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IV-  Reagao exsudativa e granulomatosa — Reagdo granulomatosa desorganizada
isolada no seio do infiltrado histiolinfoplasmocitario;
V- Reacdo exsudativa e tuberculdide — Reagédo granulomatosa epitelidide

organizada em tubérculos no centro do infiltrado histiolinfoplasmaocitario.

A partir das classificagdes de Ridley (1980) e Magalhaes (1986), Bittencourt e Barral
(1991) simplificaram as classificagdes histolégicas em trés padrées:

I- Infiltrado inflamatério de células plasmaticas, linfocitos e macrofagos e,
auséncia de células epitelidides gigantes;

1I- Ocorréncia de células gigantes e/ou epitelidides, em associagdo ao infiltrado
inflamatério;

lll-  Presenga de granuloma bem circunscrito com células epitelidides ou gigantes,

associado ou nao aos outros dois padrdes.

O exame histopatolégico exibe sensibilidade baixa para o diagnéstico definitivo da
LM (SINGH e SIVAKUMAR, 2003; BOGGILD et al., 2011). Neste contexto, a
histopatologia pode ser complementada com a técnica imuno-histoquimica,
ferramenta que usa anticorpos monoclonais especificos contra Leishmania spp.,
capazes de detectar antigenos do parasito no material examinado, por meio da
reagdo antigeno-anticorpo (SOTO et al., 1989; ALVES et al., 2013; GOMES et al,,
2014; MARQUES et al.,, 2016). A maioria dos estudos encontrados aborda o
desempenho da técnica em amostras de pacientes com lesdo cuténea localizada,
sem discriminar seu desempenho entre pacientes com as diferentes formas de LT.
Os poucos estudos que incluiram amostras de pacientes com LM foram feitos com
pequeno numero de participantes. Amato e colaboradores (1998) realizaram a
técnica de imuno-histoquimica em 16 amostras de pacientes com LM, dos quais, 12
foram positivas (70,5%). Ja Marques e colaboradores (2017) demonstraram que seu
protocolo de imuno-histoquimica foi capaz de detectar sete em um total de 11

amostras mucosas provenientes de pacientes com LM (63,6%).
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Métodos imunolégicos

Entre os métodos imunoldgicos, usados para diagnostico das leishmanioses,
incluem-se a Intradermorreagéo de Montenegro (IDRM) e testes sorolégicos. A IDRM
é um teste de hipersensibilidade tardia, produzida em resposta a inoculagdo de
antigeno total de Leishmania spp. na derme do antebrago. O teste & de facil
aplicagéo e a leitura é realizada apés 48 ou 72 horas, considerando positiva quando
ha enduragéo igual ou superior a cinco milimetros (MONTENEGRO, 1926). O teste
pode se apresentar negativo em pacientes com lesdes recentes e em pacientes
imunossuprimidos. Resultados falso-positivos sdo observados em individuos
residentes em areas endémicas para LT, pacientes com outras infecges
parasitarias, como doenca de Chagas e pacientes tratados a mais de um ano (SHAW
& LAINSON, 1975; REED, 1996; SASSI et al., 1999; GONTIJO & CARVALHO, 2003;
GOMES et al., 2014; SKRABA et al, 2015). Devido a resposta imunoldgica
exacerbada na LM, a IDRM apresenta-se fortemente positiva, com enduragdes
superiores aos de pacientes com LC (BACELLAR et al., 2002; BRASIL, 2017). De
acordo com algumas séries de pacientes, o teste pode atingir até 100% de
sensibilidade (SHAW & LAINSON, 1975; OLIVEIRA, J. et al., 2005).

Os testes sorolégicos, inicialmente foram desenvolvidos para o diagnéstico da LV e
utilizam, como antigeno, extrato bruto, purificado ou recombinante para detecgdo de
anticorpos anti-Leishmania spp. A premissa de que no paciente com LM ocorra
producdo moderada de anticorpos anti-Leishmania, em comparagdo a LC,
(DELGADO et al., 1996; BRITO et al., 2001; PEDRAS et al., 2003; SOUZA et al.,
2013) justifica a hipotese de que testes sorolégicos podem ser usados no diagnoéstico
complementar da doenca. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o teste de
aglutinagéo direta (DAT) e o ensaio imunoenzimatico de ELISA ja foram avaliados
para o diagnéstico da LT (AHMED, CHOWDHURY e BHUYAN, 2009). No
diagnéstico da LM, estudos tém considerado a RIFI e ELISA como testes de boa
sensibilidade, porém, como é de se esperar em testes sorolégicos, podem
apresentar baixa especificidade, reagdo cruzada com outras doengas, principalmente
com doenga de Chagas e baixa correlagdo com aspectos clinicos (ROMERO et al.,
1998; BRITO et al., 2000; SOUZA et al., 2013; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).
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Entretanto, os estudos que avaliam a aplicabilidade desses testes para o diagnostico

da LM ainda sao muito limitados.

A RIFI caracteriza-se pela interagdo antigeno/anticorpo, visualizada pela adi¢cdo de
conjugado anti-lgG ou anti-lgM humanas ligado a um fluoréforo, destacando-se a
fluoresceina como mais usada (DUXBURY e SADUN, 1964). Os resultados sao
observados em microscopio de fluorescéncia, sendo consideradas positivas as
amostras que apresentarem fluorescéncia. E, portanto, uma técnica que exige
infraestrutura laboratorial mais sofisticada e profissionais capacitados. Apesar dessas
limitagbées, a RIFI tem sido amplamente usada no diagndstico da LV como teste
confirmatério no Brasil. Um kit de RIFI é produzido por Bio-Manguinhos, unidade
produtora de imunobiolégicos da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), utilizando
como antigeno promastigotas de Leishmania major-like. O kit é repassado para o
Ministério da Saude, que o disponibiliza para os Laboratérios Centrais e Laboratérios
de Referéncia do Sistema Nacional de Laboratérios de Salude Publica (SISLAB).
Além disso, uma grande preocupagdo € o baixo desempenho da RIFI para o
diagnéstico da LV e reagdes cruzadas com outras doengas, principalmente doenca
de Chagas. Nos estudos realizados no Brasil, nos quais foram usados o kit produzido
por Bio-Manguinhos para o diagnéstico da LV, a sensibilidade variou de 88 a 92% e
especificidade de 80 a 83,3% (PEDRAS et al., 2008; MACHADO DE ASSIS et al.,
2008, 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2012).

Ja em relacdo ao diagnéstico da LM, desempenho muito variavel tem sido descrito
na RIFI, com sensibilidade de 38,6% até 100% (GUIMARAES et al., 1991; PEDRAS
et al.,, 2003; BARROSO-FREITAS et al., 2009; GUERRA et al., 2009). Essa variagado
pode estar relacionada a espécie do parasito utilizada como antigeno e/ou protocolo.
Barroso-Freitas e colaboradores (2009) avaliaram o desempenho da técnica no
diagnéstico de 94 pacientes com LT, utilizando diferentes antigenos. Diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas quando utilizaram a L. braziliensis e
L. major-like, além do kit de Bio-Manguinhos, produzido também com L. major-like.
Ao analisarem separadamente 20 amostras de pacientes com acometimento mucoso
(LM e LMC), foram encontradas taxas de sensibilidade de 76,9%, 92,3% e 53,8%
com L. braziliensis, L. major-like e kit Bio-Manguinhos, respectivamente. O que

chama atengdo nesses estudos é a existéncia de diferengas significativas no
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desempenho entre os testes, ainda que o kit Bio-Manguinhos utilize o mesmo
antigeno de uma das outras preparagées testadas.

Apesar de nao terem sido encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os antigenos, alguns estudos demonstraram um melhor desempenho da RIFI
com a utilizagdo da L. braziliensis como Guimaraes e colaboradores (1991) que
avaliaram o desempenho da RIFI com L. braziliensis e L. major-like em 78 amostras
de LM, no qual encontraram sensibilidade de 48,7% e 44,9%, respectivamente.
Pedras e colaboradores (2003) obtiveram 100% de sensibilidade utilizando L.
braziliensis em comparacédo ao antigeno de L. amazonensis, em uma amostragem

de 19 pacientes com LM.

O ensaio imunoenzimatico de ELISA vem sendo utilizado no diagnéstico de varias
doencas infecciosas e parasitarias, como a LV, por ser de facil execugdo, de custo
baixo e ndo exige infraestrutura laboratorial sofisticada (DOURADO, 2007; SOUZA et
al., 2013). O ensaio se baseia na detecgdo da reacgdo antigeno/anticorpo por meio de
um conjugado ligado a uma enzima, que é evidenciada apds acréscimo de solugédo
cromoégena. As preparagdes antigénicas usadas no ensaio de ELISA sao diversas.
No diagnoéstico da LV, o antigeno bruto soluvel de Leishmania spp. € o mais utilizado,
apresentando boa sensibilidade, mas baixa especificidade em razdo de reacdes
cruzadas, que ocorrem principalmente em amostras de soro de pacientes com
doencga de Chagas (CATALDO et al., 2010; SOUZA et al., 2013). No diagnéstico da
LV, sensibilidades variam de 80 a 100% e especificidade de 71 a 98,3% utilizando
extrato bruto (GARCEZ et al., 1996; BRAZ et al., 2002; CARVALHO, S. et al., 2003;
MIKAEILI et al., 2007; ; KILIC et al., 2008; MACHADO DE ASSIS et al., 2008;
PEDRAS et al., 2008; MOHAPATRA et al., 2009; FUKUTANI et al., 2014).

Alternativamente, preparagdées antigénicas contendo antigenos purificados e
antigenos recombinantes de Leishmania spp. tém apresentado melhor especificidade
(KUBAR & FRAGAKI, 2005). Foi observada elevagdo no desempenho do ensaio de
ELISA com o uso do antigeno K39 recombinante (rK39) para o diagnéstico da LV
(BURNS et al., 1993; BADARO et al., 1996; BRAZ et al., 2002; MAALEJ et al., 2003;
KURKJIAN et al., 2005; MACHADO DE ASSIS et al., 2008, 2012; PEDRAS ET AL,,
2008; MOHAPATRA et al.,, 2009; ABASS et al.,, 2013, 2015). Outros antigenos
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recombinantes estdo sendo avaliados e tém apresentado alto desempenho para o
diagnoéstico da LV. Entretanto, séo poucos antigenos recombinantes descritos para o
diagnéstico da LT (MONTOYA et al., 1997; BRAZ et al., 2002; BOARINO et al., 2005;
SOUZA et al, 2013; DUARTE et al., 2015; COELHO et al., 2016; SATO et al., 2017).

No Brasil, os kits de ELISA registrados na ANVISA sao produzidos com antigenos de
L. infantum. Os testes Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab
foram avaliados pela primeira vez para o diagnostico da LV no pais, apresentando
sensibilidade de 80% e 96,2% e especificidade de 93,7% e 75,9%, respectivamente
(FREIRE, 2017). Em contraste, ndo foram encontrados, na literatura cientifica ou
entre os produtos registrados na ANVISA, kits comerciais de ELISA para o

diagnéstico da LM.

Nos poucos estudos disponiveis, ensaios de ELISA “in house” com desempenhos
variados estdo descritos (GOTO e LINDOSO, 2010). Guimaraes, Celeste e Franco
(1990) avaliaram o desempenho do ELISA produzido a partir de promastigotas de L.
major-like em 341 amostra de soro, das quais 30 eram de LM. Nessas amostras, o
teste apresentou 93,3% de sensibilidade e 84,4% de especificidade. Barroso-Freitas
e colaboradores (2009) avaliaram, pelo ensaio de ELISA, o desempenho dos
antigenos de L. braziliensis e L. major-like em amostras provenientes de pacientes
portadores de LT. Quando analisaram separadamente o desempenho nas amostras
de pacientes com LM e LMC (n=20), a positividade do ELISA, usando como antigeno
L. braziliensis, foi de 100%, enquanto que com L. major-like de 75%. Em contraste,
Pedras e colaboradores (2003) ndo encontraram diferenga estatisticamente
significativa quando foram comparados os antigenos de L. braziliensis e L.

amazonensis, em 19 amostras de pacientes com LM.

Outro teste sorologico bastante utilizado no diagnéstico da LV é o DAT, que se
baseia na interagdo do anticorpo presente no soro do paciente com o antigeno
composto por promastigotas de Leishmania spp. tratados, fixados e corados,
resultando em aglutinagéo quando positivo (ALLAIN e KAGAN, 1975; EL HARITH et
al., 1986; MEREDITH et al., 1995). E um teste simples de ser realizado, de baixo
custo e querer infraestrutura laboratorial simples. Na LV, seu uso é altamente

incentivado pela OMS (WHO, 2010) e tem sido utilizado em areas endémicas,
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principalmente no Sudao (CHAPPUIS et al., 2003; ABDALLAH et al., 2004). O DAT
tem sido produzido por duas empresas europeias, e tem apresentado desempenho
satisfatério, com sensibilidade e especificidade superiores a 95% dependendo do
estudo (ADAMS et al., 2012; HASNAIN et al., 2014). Ja no Brasil, um protétipo de kit
do DAT (DAT-LPC), usando promastigotas de L. infantum, foi produzido por Oliveira
e colaboradores (2013) ap6s modificagbes e aperfeicoamento na preparagdo do
antigeno. Entre essas melhorias, foi possivel diminuir o tempo de leitura de 18 para 4
horas e substituir o diluente de amostras, antes toxico, por outro atéxico e inodoro,
mantendo o alto desempenho com sensibilidade e especificidade, superiores a 96%,
em todos os estudos realizados (OLIVEIRA, et al., 2011; 2013; 2017).

O DAT produzido com antigeno liofilizado de L. aethiopica foi avaliado no diagnéstico
de pacientes com lesdes cutaneas na Etidpia, exibindo sensibilidade de 90,5% e
especificidade de 91,8%. Este bom desempenho pode estar relacionado ao fato do
antigeno ter sido produzido com parasitos da mesma espécie de Leishmania
infectante dos pacientes. A possibilidade de se tratar de uma resposta espécie-
especifica & reforgada pela observagdo de queda significativa na sensibilidade em
testagens baseadas em relacdo antigeno-doenga com espécies nado-homélogas
(HAILU, 2002). Nenhum estudo avaliando o desempenho do DAT para o diagnéstico

da LM foi identificado em revisao da literatura.

O teste imunocromatografico baseia-se em uma reacdo antigeno/anticorpo em
suporte de papel de nitrocelulose. O teste € de simples realizagédo e interpretagéo
(SUNDAR, 1998), nao necessita de infraestrutura laboratorial ou profissional
especializado, pode ser feito usando sangue capilar ou soro, pode ser estocado em
temperaturas de até 30°C e fornece resultado rapido (até 30 minutos), sendo
considerado adequado para uso em servicos de saude periféricos (WHO, 2010). O
desempenho do teste rapido varia de acordo com o antigeno, plataforma, fabricante,
do conjunto de amostras e do pais em que cada estudo foi realizado (DOURADO,
2007). Esse teste tem sido produzido com diferentes antigenos recombinantes. O
rK39, antigeno recombinante comumente utilizado, apresenta elevado desempenho
e é usado nos testes imunocromatograficos mais utilizados no diagnéstico da LV,
Kalazar Detect™ e IT-LEISH®. Estudos com Kalazar Detect™ demonstraram que a

sensibilidade e especificidade variaram de 69,2 a 100% e 70 a 100%,
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respectivamente, de acordo com o local em que o estudo foi conduzido (CARVALHO
et al. 2003; CUNNINGHAM et al., 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2012;
KUMAR et al., 2013; BEZUNEH et al., 2014). Ja para o IT—LEISH®, sensibilidade
entre 88 e 100% e especificidade 80 e 100%, foram encontradas (MARTY et al.,
2007; BOELAERT et al., 2008; MACHADO DE ASSIS ET AL., 2008, 2011, 2012;
AMATO ET AL. 2009; ABASS et al, 2011, 2015; CANAVATE et al., 2011;
CUNNINGHAM et al., 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2012; KUMAR et al.,
2013; MBUI et al., 2013; BEZUNEH et al., 2014).

S&ao encontradas poucas informagdes sobre testes imunocromatograficos para o
diagnéstico da LT. A empresa norte-americana InBiosInternational Inc. registrou na
ANVISA um teste imunocromatocrafico para LT denominado CL Detect™ Rapid Test,
que possui como principio a detecgdo de antigenos de amastigotas em amostras de
pele. Segundo o manual do fabricante, em um estudo realizado na Tunisia, esse
teste apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 90,9%. Entretanto, ndo

ha informacdes sobre as caracteristicas das amostras.
Método Molecular

O método molecular caracteriza-se pela amplificagdo e deteccdo de sequéncias
especificas de DNA do parasito. As técnicas moleculares sdo consideradas
promissoras no diagnéstico das leishmanioses, por apresentarem desempenho
superior aos demais testes. Apesar de existirem varias técnicas, a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) é a mais amplamente utilizada por apresentar alto desempenho
para as formas de LT. A PCR é capaz de detectar DNA do parasito, mesmo que a
carga seja pequena, por isso apresenta elevada sensibilidade diagnodstica
(REITHINGER et al. 2007; BRASIL, 2017). Possibilidade de utilizacdo de diferentes
materiais bioldgicos, rapidez na obtengao do resultado e o uso de diferentes alvos,
sd0 outras vantagens observadas. E amplamente utilizada no ambito da pesquisa,
ndo sendo muito utilizada no diagnostico de rotina, devido a necessidade de uma
infraestrutura sofisticada (BRASIL, 2017; SOUZA et al., 2013).

Em uma revisdo sistematica, a PCR apresentou sensibilidade e especificidade

superiores a 93% para o diagnéstico da LV, dependendo do material utilizado, como
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aspirado de medula éssea (De RUITER et al., 2014). Gomes e colaboradores (2015)
reportaram sensibilidade variando de 35% a 100% e especificidade de 84,2-100%,
quando utilizaram a PCR para o diagnéstico da LM. Oliveira e colaboradores (2005)
obtiveram 97,1% de positividade quando usou a técnica de PCR em 35 amostras de
pacientes com LM. Ja Fagundes e colaboradores (2010) reportaram positividade da
PCR proxima (93,3%) quando a técnica foi aplicada para o diagnéstico da LM, em

apenas 15 pacientes.

Alternativas para o aprimoramento da técnica tém sido propostas, como por exemplo,
a utilizagdo da PCR em tempo real (QPCR) para minimizar o risco de contaminagao e
o uso de outros alvos além do comumente utilizado, KDNA (ULIANA et al., 1991,
1994; CASTILHO et al., 2003; FRAGA et al., 2010). Além disso, coleta de material
menos invasiva, como swab, tem apresentado bom desempenho. Boni e
colaboradores (2017) avaliaram a eficacia dessa técnica ndo invasiva (swab),
juntamente com a PCR com os alvos kDNA e HSP70, além da gPCR em 27
amostras de pacientes com LT. Desses pacientes, 14 possuiam LM, e as taxas de
positividade da PCR-kDNA, PCR-HSP70 e qPCR nesse grupo foram de 93,3%,

26,6% e 26,7%, respectivamente.

Além disso, ndo existem kits de diagndstico molecular registrados no Brasil € o uso
das técnicas moleculares para diagndstico, isolamento e caracterizagdo das espécies

esta restrito aos centros de referéncia e pesquisa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de acuracia diagndstica de base amostral.

4.2 Populagao de estudo

Pacientes com suspeita de LM avaliados em servigo de referéncia para tratamento
de leishmaniose em Minas Gerais, entre os anos de 2009 e 2016.

4.2.1 Local do estudo e rotina de avaliagdo de casos suspeitos de LM

O ambulatério do Centro de Referéncia em Leishmanioses do Instituto René Rachou
(CRL-IRR), configura-se como uma unidade assistencial ambulatorial em Belo
Horizonte, Minas Gerais, integrada ao SUS e credenciado pelo Ministério da Saude
como referéncia técnica nacional em leishmaniose. Anualmente s&o realizadas
cerca de 900 consultas e entre 90-120 pacientes sdo diagnosticados com LT, dos
quais 8-15% apresentam a forma mucosa. De acordo com a rotina de investigacédo
de LM no CRL-IRR, pacientes com suspeita de acometimento mucoso sé&o
submetidos a avaliagéo otorrinolaringologica e bidpsia de fragmento de mucosa para
analise histologica, realizacdo de PCR para Leishmania spp. e cultura para fungo. O
exame otorrinolaringolégico é realizado no Hospital Sdo Geraldo, unidade do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, através de acordo
de colaboracgédo entre as instituicées. Exame direto e cultura para Leishmania spp.
ndo sdo realizados rotineiramente pela baixa sensibilidade destes exames. Até
janeiro de 2016, nos casos suspeitos de LT era realizado o teste de IDRM, cuja
execucao foi suspensa em fevereiro de 2016 por indisponibilidade do antigeno, que
teve sua produgéo interrompida. Seguindo recomendacéo do Ministério da Saude,
vigente até abril de 2017, nos casos suspeitos de LM era ainda coletado sangue

para realizagdo da RIFI.
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4.2.2 Selegao dos casos e controles

Todas as notificagdes ao Sistema de Informacgéo de Agravos de Notificagdo (SINAN)
realizadas no CRL-IRR, a partir da implantagdo de planilha eletrénica com registro
dos pacientes atendidos no servigo, de janeiro de 2009 até dezembro de 2016 foram
pesquisadas para identificagdo dos casos notificados como LM (grupo LM). Para
identificagdo de pacientes do grupo controle, recorreu-se a planilha de registro de
pacientes que tiveram amostra de soro coletada e armazenada no congelador -80°C
do grupo de Pesquisa Clinica e Politicas Publicas em Doengas Infecciosas e
Parasitarias do Instituto René Rachou (PCPP) no mesmo periodo (2009-2016), rotina
do servigo para casos suspeitos de LM. Através do cruzamento das informagdes
contidas nas planilhas de casos notificados e casos investigados, identificou-se os
pacientes em quem o diagnéstico de LM néo foi confirmado (grupo controle). Para a
consolidagdo dos grupos e obtencdo de informagdes clinicas, todos os pacientes
identificados nas planilhas tiveram seus prontuarios revisados para confirmagéo de
sua condi¢cdo (caso LM ou controle) e coleta de outras variaveis de interesse.
Baseado nos critérios preconizados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017) para o

diagnéstico de LM, foram definidos dois grupos:

Grupo LM:

Pacientes residentes ou expostos a area de transmissao de leishmaniose com lesao
inflamato6ria em mucosa, associada a um dos seguintes critérios:

a. Exame direto, cultura ou PCR positivo ou exame histopatolégico com
visualizagdo de amastigota de Leishmania spp. (diagnéstico confirmado
laboratorialmente);

b. Intradermorreacdo de Montenegro positiva e/ou exame histopatologico
com padrao inflamatério compativel com LM associados a melhora clinica

apos terapia anti-Leishmania (diagnéstico clinico-epidemiol6gico).
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Grupo controle
Pacientes residentes ou expostos a area de transmissao de leishmaniose, com lesédo
inflamatéria em mucosa e diagnéstico confirmado de outra etiologia, que nao

leishmaniose mucosa.

O fluxograma abaixo apresenta como as amostras foram selecionadas e

classificadas em dois grupos de pacientes (casos LM e controle).

Fluxograma 2 — Obtencéo das amostras e realizagao dos testes.

Suspeitos de LM

]

Soro dispanive

Diagndstico clinico-

epidemiclégico

‘ Diagnostico

Qutras etiologias
laboratorial

Grupe LM Grupo controle

Fonte: elaborado pelo autor.

Trata-se, portanto, de uma amostra de conveniéncia, limitada pelo reduzido numero
de casos da doenca. Em relagédo ao poder estatistico desta amostra, pode-se afirmar
que este tamanho amostral € capaz de identificar, com uma taxa de acerto de 80%,

uma diferenga de 25% ou mais entre dois testes sorologicos.
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4.3 Caracterizagao clinica da populagao estudada

As principais caracteristicas dos pacientes incluidos nos grupos LM e Controle foram
obtidas por revisdo dos prontuarios médicos realizada por dois investigadores. A
partir de um formulario padronizado foram coletadas as seguintes variaveis de
interesse: sexo, idade, presenga de comorbidade, local de residéncia, tipo de caso
(novo ou recidiva), exames diagnoésticos realizados e classificacdo de LM, de acordo
com a definicdo proposta por Llanos-Cuentas e colaboradores (1997), descrito

anteriormente.

4.4 Aspectos éticos

Esse estudo seguiu as recomendagées da Resolugcdo 466 de 2012 e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto René Rachou/ FIOCRUZ Minas
(Parecer: 1.952.499), CAAE: 61269816.2.0000.5091).

4.5 Testes soroldgicos

A selegao dos testes sorologicos a serem avaliados baseou-se em pesquisa na base
de registros da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em setembro de
2016, quando foram identificados seis produtos diagnosticos com registro ativo,
produzidos e disponiveis comercialmente para o diagnéstico sorolégico da LV, a
saber: dois kits da reagao de imunofluorescéncia indireta (IFl Leishmaniose Humana
— BioManguinhos da Fundagao Oswaldo Cruz e Leishmania IFA IgG da Vircell S.L.),
trés testes baseados em ensaio imunoenzimatico de ELISA (Leishmania ELISA
IgG+lgM da Vircell S.L.; Novalisa™ Leishmania infantum IgG da Novatec
Immunodiagnostica GMBH e Ridascreen® Leishmania Ab da R-Biopharm AG) e um
teste imunocromatografico (IT-LEISH® da BIO-RAD Laboratories, Inc.). Além destes,
optou-se por avaliar também o teste de aglutinagédo direta (DAT-LPC), modificado
por pesquisadores do nosso grupo PCPP/IRR. Dos sete produtos identificados,
cinco puderam ser avaliados: IT-LEISH® e a RIFI de BioManguinhos foram doados
pela Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED); DAT-LPC foi produzido pelo PCPP/IRR e os
kits de ELISA (da Vircell S.L. e R-Biopharm) foram comprados por meio dos
distribuidores nacionais. A aquisicdo dos demais kits ndo foi possivel. Os testes
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foram realizados em paralelo, de forma cega em relagédo ao diagnéstico do paciente,
segundo metodologia STARD (BOSSUYT et al.,, 2015). Para os testes com
resultado numérico continuo, além do critério sugerido pelo fabricante para a
definicdo da positividade para LV, outros pontos de corte foram explorados através
da plotagem em grafico da sensibilidade (ou taxa de verdadeiros positivos) versus
taxa de falsos positivos, para identificagdo do limiar que representaram a melhor

relacdo entre sensibilidade e especificidade do teste para o diagndstico de LM.

Ressalta-se que, por se tratarem de testes ja comercializados no Brasil, nenhum
acordo para acompanhamento da execugcdo dos testes ou apresentacdo dos
resultados pré-publicacéo foi estabelecido com os fabricantes dos kits testados
nesse estudo. Portanto, os resultados ndo produzirdo conflitos de interesse entre os

fabricantes dos testes e os pesquisadores envolvidos nesse estudo.

4.5.1 Ensaio imunoenzimatico de ELISA

4.5.1.1 Leishmania ELISA IgG+IgM (Vircell S.L, Granada, ESP)

O kit € composto por uma microplaca de 96 orificios sensibilizados com antigeno de
L. infantum, diluente de amostra, soro “limite”, controles positivo e negativo,
conjugado anti-lgG+IgM humano-peroxidase, solugéo cromégena
(Tetrametilbenzidina+ Peroxido de Hidrogénio), reagente bloqueador (acido sulfurico
0,5M) e tampao fosfato contendo Tween 20 (concentrado 20 vezes). Antes de iniciar,
o tampéao fosfato contendo Tween 20 foi diluido 1:20 com agua tipo I. Em seguida,
foram depositados 100uL do diluente de amostra, em cada orificio da microplaca, e
adicionados 5uL das amostras de soro, controle positivo, controle negativo e soro
“limite” (em duplicata). A microplaca foi tampada com folha adesiva, agitada por 2
minutos e incubada por 45 minutos, em camara Umida a 37°C. Os orificios da
microplaca foram lavados cinco vezes com 300uL de solugéo de lavagem, usando
lavadora de microplacas (Asys Atlantis, Cambridge, GRB) e foram adicionados
100uL do conjugado anti-lgG+IlgM humano-peroxidase, incubando-se por 30
minutos, em camara Umida a 37°C. Apo6s novas lavagens, foram adicionados
100pL/orificio de solugdo cromégena, incubando-se a microplaca por 20 minutos, em

temperatura ambiente, protegida da luz. A reagédo enzimatica foi interrompida com a
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adicdo de 50uL de reagente bloqueador em todos os orificios da microplaca.
Imediatamente apdés esta etapa, a leitura da absorbancia foi realizada em
comprimento de onda de 450/620nm, usando um leitor de microplacas (FlexStation 3
Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Device, San Jose, CA, USA). O ensaio foi
considerado valido quando a leitura de absorbancia dos controles positivo e negativo
e do soro ‘limite” se apresentaram dentro dos intervalos pré-determinados pelo
fabricante: positivo maior que 0,9; negativo, inferior que 0,5; e soro “limite” entre 0,55
e1,5.

O indice de anticorpo foi calculado a partir da seguinte equagao:

Absorbancia da ameostra

indice de anticorpos = - x 10
P média da absorbancia do controle limite

De acordo com critérios do fabricante, amostras que apresentaram indices de
anticorpos menores que 9 sédo consideradas negativas, entre 9-11 sdo consideradas

como resultados duvidosos e acima de 11, positivas.
4.5.1.2 RIDASCREEN" Leishmania Ab. (R-BIOPHARM AG, Darmstadt, GER)

O kit possui uma microplaca de 96 orificios sensibilizados com antigenos de L.
infantum, tamp&o de amostra, tampao de lavagem (concentrado 10 vezes), controles
positivo e negativo, conjugado anti-lgG humano-peroxidase, solugdo cromégena
(Tetrametilbenzidina+Per6xido de Hidrogénio) e reagente bloqueador (acido sulfarico
1N).

Inicialmente, a solugao de lavagem foi diluida 1:10 em agua tipo | e as amostras de
soro foram diluidas a 1:50 em tamp&o de amostra. Logo apos esta etapa, 100uL das
amostras diluidas foram dispensados nos orificios da microplaca, assim como os
controles positivo e negativo, que sdo fornecidos prontos para uso (ambos em
duplicata) e a microplaca foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente.
Apos incubagéo, cada orificio foi lavado por cinco vezes com 300uL de tampao de
lavagem, usando uma lavadora de microplaca (Asys Atlantis). Posteriormente, 100uL

de conjugado proteina A-peroxidase foram adicionados em cada orificio, incubando-



43

se novamente. Seguida de novas lavagens, foram adicionados 100uL de solugdo
cromoégena, incubando-se por 15 minutos em temperatura ambiente. A reacéo
enzimatica foi interrompida com adigdo de 50uL de reagente bloqueador em todos os
orificios da microplaca. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
microplacas com comprimento de onda de 450/620nm (FlexStation 3 Multi-Mode

Microplate Reader).

O controle de qualidade dos reagentes foi considerado valido quando as médias de
absorbancia do controle negativo mantiveram-se menores de 0,3 e com auséncia de
desvio maior do que 25% em suas duplicatas, e controle positivo maiores de 0,8.

Quando esses parametros néo foram produzidos, a reagao foi repetida.

O indice das amostras foi calculado seguindo as seguintes equagées:
1. Média de absorbancia do controle negativo em duplicata adicionada a 0,150:

Controle negativo 1+ controle negativo 2

Cut —off = 5 + 0,150

2. Diviséo do valor da amostra pelo cut-off:

Absorbancia da amostra

Cut —of f

indice de amostras =

Seguindo critérios do fabricante, amostras que apresentaram indices menores que
0,9 foram consideradas negativas, entre 0,9-1,1 foram consideradas como duvidosas

e acima de 1,1, positivas.

4.5.2 Reagao de imunofluorescéncia indireta — RIFI

4.5.2.1 IFl Leishmaniose Humana (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, BRA)

O kit € composto por frascos contendo antigeno de promastigotas de L. major-like,
conjugado anti-lgG humano marcado com fluoresceina, glicerina tamponada, azul de
Evans (0,1%) e 50 laminas reticuladas. Controles positivo e negativo, tampao fosfato
(TF) e laminulas, ndo sdo fornecidos no kit. Cada kit contém reagentes suficientes

para realizar 600 reagdes.
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Para a execugdo do teste foram seguidas as recomendagdes do fabricante.
Inicialmente, as laminas foram sensibilizadas com antigeno, incubando-se por duas
horas em estufa a 37°C. Posteriormente, o conjugado foi titulado em bloco contra
soros controle negativo e positivo. As amostras foram diluidas nas proporgdes de
1:40 e 1:80 em TF e 10uL de cada diluicdo foram depositados nos reticulos das
laminas, que foram incubadas em camara Umida a 37°C por 30 minutos. Em seguida,
as laminas foram lavadas com TF trés vezes de cinco minutos e rapidamente com
agua tipo I. As laminas foram secas e 15uL de conjugado diluidos 1: 1.250 em TF,
contendo azul de Evans a 0,004%, foram depositados nos reticulos, incubando-se as
laminas em camara Umida a 37°C por 30 minutos. Em cada lamina, foram
adicionados controles positivo e negativo, diluidos 1:40, nas mesmas condigdes.
Depois de lavadas e secas, as laminas foram montadas com glicerina tamponada e
cobertas com laminulas. Amostras que apresentaram titulagdo superior a 1:80 foram
retestadas utilizando a metodologia quantitativa, na qual novas diluigbes nas

proporgoes de 1:40 a 1:640 foram produzidas.

A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia com lampada de mercurio
(Carl Zeiss, Axiostar plus, Thornwood, NY, USA), usando objetiva de 40x, por dois
observadores. Em caso de discordancia na leitura dos resultados entre os
observadores, o teste foi repetido para confirmagéo do resultado. Os resultados, em
titulo, das amostras em estudo foram devidamente registrados. Segundo critérios do
fabricante, amostras que apresentaram fluorescéncia a partir da diluigdo 1:40 foram

consideradas positivas.

4.5.3 Teste imunocromatografico

4.5.3.1 IT-LEISH" (BIO-RAD Laboratories, Inc, Marnes-la-Coquette, FRA)

O kit & composto por 24 testes individuais constituidos por dispositivos plasticos
contendo uma tira-teste sensibilizada com antigeno recombinante K39 de L.
infantum, orificio com conjugado, orificio de lavagem, tampa para os orificios,
lanceta, ampola com tamp&o, compressa antisséptica e pipeta capilar. Para

realizagéo do teste, foi acrescentada uma gota do tampao ao primeiro orificio do
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dispositivo €, no segundo, quatro gotas, aguardando-se um minuto. Com auxilio de
micropipeta, foram adicionados 10uL da amostra de soro ao primeiro orificio,
homogeneizando por um minuto. A fita-teste foi destacada e inserida no primeiro
orificio, onde permaneceu por 10 minutos. Em seguida, o suporte com a fita foi
deslocado para o segundo orificio, contendo apenas o tampéao, por 10 minutos. Os
resultados foram considerados validos quando a banda controle foi visualizada. Ao
contrario, nos casos em que a banda controle nao foi visualizada, os resultados
foram considerados invalidos e o teste foi repetido. As amostras foram consideradas
positivas quando a banda controle e banda teste foram visualizadas, independente
da intensidade da coloragdo. Por outro lado, quando apenas a banda controle

apresentou coloracéo, as amostras foram consideradas negativas.

4.5.4 Teste de aglutinagao direta (DAT-LPC, PCPP/IRR-FIOCRUZ, BRA)

O protétipo de kit DAT-LPC foi padronizado e validado recentemente por
pesquisadores do PCPP para o diagnéstico da leishmaniose visceral (Oliveira et al.
2011; 2013; 2017). Cada kit € composto por 10 frascos de antigeno de promastigotas
de L. infantum liofilizado, um frasco de solugdo de reidratagcdo (solugdo fisiologica
9%), um frasco de diluente de amostras (a base de N-Acetilcisteina 0,005M) e um
controle positivo. Antes da realizagdo do teste, a solugéo de reidratagao e diluente de
amostras foram diluidos na razéo de 1:10 em agua tipo I, sendo o antigeno liofilizado
ressuspendido com 5mL de solugéo de reidratagdo. Posteriormente, as amostras de
soro foram diluidas em série, na razdo de 1:2, em solugdo diluente, usando
microplacas de fundo em “V” (nédo inclusa no kit). Todas as amostras foram diluidas
nas razbes de 1:100 a 1:800 (metodologia qualitativa). Em seguida, foram
adicionados 50uL de antigeno reidratado em todos os orificios da microplaca. A
microplaca foi agitada por 5 minutos em agitador horizontal (Kline, NT 151, Sao
Paulo, SP, BRA) e incubada em céamara escura, em temperatura ambiente, por no
minimo quatro horas. As amostras que apresentaram aglutinacdo em diluigdes
superiores a 1:100 foram consideradas positivas, de acordo com critérios definidos
para o diagnodstico sorologico da LV (OLIVEIRA et al., 2009). Posteriormente, as
amostras positivas com titulos superiores a 1:800 foram novamente testadas na

metodologia quantitativa, procedendo-se diluicdes de 1:100 até 1:102.400.



46

4.6 Medidas de desempenho e analise estatistica

Para todas as analises, considerou-se o nivel de significancia de 5%. Para
caracterizagédo dos grupos de pacientes estudados foi analisada a frequéncia simples
das variaveis categoricas € média (desvio padrdo) ou mediana (intervalo interquartil
25-75%) para variaveis continuas, de acordo com o padrado de distribuicdo quanto a
normalidade, definido pelo teste Shapiro-Wilk. A comparagéo do desempenho entre
os testes foi realizada utilizando-se teste qui-quadrado. As medidas de desempenho
avaliadas para os testes foram: sensibilidade, especificidade e acuracia, e seus
respectivos intervalos de confianga de 95% (IC95%), através de andlise em tabela
2x2 no MedCalc Statistical Software versao 18.2.1 (MedCalc Software bvba, Ostend,
BEL). A avaliagdo da concordancia entre os testes foi realizada pela andlise do
coeficiente Kappa (COHEN, 1960), com interpretacédo pela escala de Landis e Koch
(1977): indices menores que 0, indicam concordancia pobre; indices de 0,0 a 0,20,
indicam concordancia fraca; entre 0,21 e 0,40, concordancia razoavel; entre 0,41 e
0,60, concordancia moderada; entre 0,61 e 0,80, concordancia substancial e entre
0,81 e 1,0, concordancia quase perfeita. Os testes que apresentam como resultado
uma medida quantitativa, foram submetidos a analise da curva ROC (receiver
operating curve-ROC), para definicdo do ponto de corte ideal para o diagnéstico de
LM, utilizando o MedCalc Statistical Software versdo 18.2.1 (MedCalc Software bvba,
Ostend, BEL). Em seguida, calculou-se novamente o desempenho dos testes
assumindo os critérios de positividade indicados pela analise da curva ROC. A
comparagédo das medianas e médias da sororreatividade das amostras de soro foi
realizada utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e o teste “t” de Student,
respectivamente. A sensibilidade dos testes sorolégicos, considerando o ponto de
corte sugerido pelo fabricante, entre os subgrupos foi comparado pelo teste qui-

quadrado.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populagao estudada

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas e os resultados dos testes sorologicos
realizados em amostras de soros de 60 pacientes atendidos no CRL-IRR com
suspeita de LM, no periodo de 2009 a 2016. Deste total, 40 pacientes preencheram
o critério diagnéstico para LM (grupo LM) e 20 tiveram diagnostico de outras
condicbes (grupo controle). As caracteristicas clinicas, de acordo com a
classificagdo de Llanos-Cuentas (1997), e demograficas dos pacientes, com e sem

confirmacéo de LM, estdo apresentadas na Tabela 1.

No grupo de pacientes com LM predominaram homens com idade igual/superior a
60 anos, considerados idosos perante o Estatuto do Idoso (Lei n°® 10.741 de 1° de
outubro de 2003), variando de 21 a 94 anos, com uma mediana de idade de 62
anos. Dos 40 pacientes com LM, 22 (55%) apresentavam comprometimento
exclusivo da mucosa nasal e foram classificados como pacientes com a forma leve
da doenga, 13 (32,5%) apresentavam, além de lesdo nasal, possuiam lesdo na
cavidade oral e foram classificados como pacientes com a forma moderada e
somente 5 (12,5%) apresentavam, além da lesdo nasal e oral, dificuldade
respiratéria grave e foram classificados como pacientes com a forma grave. Mais da
metade dos pacientes com LM apresentavam tempo de evolugdo da doenga
superior a um ano (65,7%). Quanto a presenca de comorbidades, como
cardiopatias, diabetes, hipertensdo, entre outras, 19 (47,5%) dos pacientes
apresentaram uma (30%) ou duas ou mais (17,5%) comorbidades. Ja no grupo
controle, a mediana de idade foi de 47 anos (12-89 anos), com predominio de
pacientes femininos (55%), sendo o tempo de evolugdo dos sintomas inferior a um
ano em 57,1% dos casos. Ainda no grupo controle, somente dois pacientes (10%)
apresentaram pelo menos uma comorbidade e trés (15%) apresentaram duas ou

mais comorbidades.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com suspeita de

LM atendidos no CRL-IRR, 2009-2016

Caracteristicas da LM Controle
) Valor de p
populagao n (%) n (%)

Idade (anos)

<60 15 (30) 14 (70) 0,02

260 25 (70) 6 (30) 0,02
Género

Feminino 8 (20) 11 (55) 0,01

Masculino 32 (80) 9 (45) 0,01
Residéncia

RMBH 29 (72,5) 14 (70) 0,9

Outras* 11 (27,5) 6 (30) 0,9
Classificagao clinica

Leve 22 (55) - -

Moderada 13 (32,5) - -

Grave 5 (12,5) - -
Tempo da lesao

<1ano 12 (34,3) 8 (57,1) 0,2

>1ano 23 (65,7) 6 (42,9) 02
Comorbidades

Nenhuma 21 (52,5) 15 (75) 0,1

Uma 12 (30) 2 (10) 0,1

Duas ou mais 7(17,5) 3 (15) 0,8
Tipo de caso

Novo 38 (95) - -

Recidiva 2 (5) - -

Legenda: *Cidades que nao pertencem a RMBH e de outros estados.

Fonte: elaborado pelo autor.

A confirmacéo do diagnéstico entre os 40 pacientes com LM foi realizado por meio

da deteccdo do parasito no exame direto, cultura, PCR ou exame histolégico com

visualizagdo do parasito em 23 casos (57,5%). Os demais 17 pacientes (42,5%)

tiveram diagnoéstico de LM por critério clinico-epidemiolégico: presenca de IDRM

positiva ou presenca de padrao inflamatério ao exame histopatolégico compativel

com LM, nas duas situa¢des associados a documentagéo de resposta ao tratamento

para leishmaniose. Na Tabela 2 estdo apresentadas as taxas de positividade de

cada exame diagnéstico no grupo LM.
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Tabela 2 - Positividade dos exames diagnosticos entre os 40 pacientes com LM
atendidos no CRL-IRR, 2009-2016

Exames diagnésticos (nIN) %
IDRM reator (30/30) 100
PCR Leishmania spp. positivo (19/20) 95
Pesquisa direta ou cultura positiva para Leishmania (1/3) 33,33
Presenca de amastigota ao exame histopatolégico (3/33) 3,1

Legenda: n = Total de pacientes com resultado positivo; N = Total de pacientes que
realizaram os exames.
Fonte: elaborado pelo autor.

Entre os pacientes do grupo controle, ou seja, aqueles em que o diagnostico de LM
nao foi confirmado, as causas do acometimento mucoso foram doencas infecciosas
(20%), doengas inflamatoérias (35%), doengas neoplasicas (15%) e traumas e outros
(30%) (Tabela 3).

Tabela 3. Diagnosticos firmados entre os pacientes do grupo controle atendidos no
CRL-IRR, 2009-2016

Diagnéstico N %
Doengas infecciosas 4 20
Doencas inflamatérias 7 35
Doencas neoplasicas 3 15
Traumas/outros 6 30

Legenda: Doencas infecciosas: hanseniase (1/4), impetigo bacteriano (2/4) e criptococose
(1/4); Doengas inflamatérias: rinite/sinusite (5/7), colagenose (1/7) e doenca granulomatosa de
Wegener (1/7); Doengas neoplasicas: papilomas (2/3) e linfoma de células natural killer (1/3);
Trauma/outros: trauma local (3/6), ma formagéo congénita (1/6) e outros (2/6).

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Desempenho dos testes soroldgicos

O fluxograma a seguir apresenta os resultados observados para cada um dos testes
avaliados em amostras dos grupos LM e controle. Os testes foram realizados um por
vez, no periodo de fevereiro a agosto de 2017. E oportuno ressaltar que, na analise
de desempenho do teste Ridascreen® Leishmania Ab, foram excluidas duas
amostras de pacientes que apresentaram resultado considerado duvidoso, de acordo
com orientagao de uso elaborado pelo fabricante do teste.



Fluxograma 3 - Resultados obtidos com os testes sorolégicos.

Casos
suspeitos de LM

n=60

Grupo LM Grupo controle
n=40 n=20

: - < 3 IF1
Leishmania Ridascreen® £ . =
: : Leishmaniose IT-LEISH® DAT-LPC
+
ELISA IgG+igM Leishmania Ab Humana
Excluidos
2

Pasitiva Megativo Positivo Negativo Pasitivo Megativo Positivo Negativa Pasitivo Megative

=24 n=36 n=34 n=24 n=32 n=28 n=3 n=57 n=4 n=56
VP=24 Wh=20 WP=32 WN=16 WP=36 SR=14 WP=3 Wh=20 WP=4 WN=20
FP=0 Fr=18 Fp=2 Fh=6 FP=h Fr=14 FP=0 FR=37 FP=0 Fr=36

Legenda: FN — Falso negativo; FP — Falso positivo; VN — Verdadeiro negativo;
VP — Verdadeiro positivo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Os resultados das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e acuracia
diagnéstica dos testes sao apresentados na Tabela 4.

A sensibilidade dos testes variou de 7,5% (IC95%: 2,6-19,9%) a 84,2% (IC95%: 69,6-
92,6%), apresentadas pelo IT-LEISH® e Ridascreen® Leishmania Ab,
respectivamente. O DAT-LPC apresentou sensibilidade de 10% (IC95%: 2,8-23,7%),
a IFl Leishmaniose Humana de 65% (IC95%: 49,5-77,9%) e o Leishmania ELISA
IgG+IgM de 60% (IC95%: 44,6-73,7%) (Tabela 4). Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram encontradas nas comparacdes entre dois testes
baseados na metodologia ELISA (Leishmania ELISA IgG+lgM e Ridascreen®
Leishmania Ab, p=0,02); entre Ridascreen® Leishmania Ab e todos os demais testes
(IFI Leishmaniose Humana, p=0,05; IT-LEISH®, p<0,0001 e DAT-LPC, p<0,0001); e
entre o IT-LEISH® e todos os demais testes (DAT-LPC, p<0,0001; IFI Leishmaniose
Humana, p<0,0001 e DAT-LPC, p<0,0001).

A especificidade variou de 70% (IC95%: 64,7-91,1%) a 100% (IC95%: 83,9-100%),
demonstrada pela IFl Leishmaniose Humana e Leishmania ELISA IgG+igM e IT-
LEISH®. O Ridascreen® Leishmania Ab apresentou especificidade de 90% (IC95%:
69,9-97,2%) e o DAT-LPC de 95% (IC95%: 76,4-99,1%) (Tabela 4). Diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas entre os testes Leishmania
ELISA 1gG+IgM e IFl Leishmaniose Humana (p=0,01) e na comparagdo da IFI
Leishmaniose Humana com os testes IT-LEISH® (p=0,009) e DAT-LPC (p=0,04).

As taxas de acuracia diagnostica maiores foram encontradas para os testes
Ridascreen® Leishmania Ab com 86,2% (1C95%: 75,1-92,8%) e Leishmania ELISA
IgG+IgM, 73,3% (IC95%: 61,0-82,9%). Os outros testes soroloégicos apresentaram
acuracia de 66,7% (54,1-77,3%) pela IFlI Leishmaniose Humana e 38,3% (IC95%:
27,1-51,0%) pelos testes IT-LEISH® e DAT-LPC (Tabela 4). Foram confirmadas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), na comparagdo entre o
Leishmania ELISA IgG+IgM e os testes IT-LEISH®(p=0,0001) e DAT-LPC
(p=0,0001); Ridascreen® Leishmania Ab e os testes IT-LEISH® (p<0,0001) e DAT-
LPC (p<0,0001); e por fim, a IFl Leishmaniose Humana e os testes IT-LEISH® e
DAT-LPC (p=0,002).
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Tabela 4 - Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes soroldgicos entre
suspeitos de LM atendidos no CRL-IRR, 2009-2016 de acordo com ponto de corte
do fabricante

Sensibilidade (%)  Especificidade (%) Acuracia (%)

Testes sorolégicos 1Co5% 1Co5% 1Co5%
(n=40) (n=20) (n=60)
Leishmania ELISA lgG+igh w46757) (83,5100 61.0.829)
Ridascreen® Leishmania Ab (69?(15;,6) (63%-%?2) (75,81(3-52,8)
IFI Leishmaniose Humana (49’56_577’9) (64,77(3’;1,1) (54?16_,777’3)
T-LEISH® (2,67-559,9) (83,1 9?(1)00) (27,311??1 ,0)
DATLPC (2?&(2);/?7) (76,945-3)9, 1) (27?.?1 0)

Legenda: *n=38.
Fonte: elaborado pelo autor.

Na analise da concordancia entre os resultados apresentados pelos testes
sorolégicos, usando o coeficiente de concordancia Kappa, os indices variaram de
0,03 (IC95%: 0,0-0,13%) a 0,67 (IC95%: 0,42-0,91). A maior concordancia,
considerada substancial, foi obtida entre os testes de ELISA (Leishmania ELISA
IgG+lgM e Ridascreen® Leishmania Ab). Os demais testes apresentaram
concordancia considerada fraca (<0,2) ou razoavel (<0,4). A menor concordancia foi
observada entre os testes IFI Leishmaniose e IT-LEISH® (Tabela 5).



Tabela 5 - Andlise de concordancia entre os testes sorolégicos aplicados em 60
amostras de soro de pacientes com suspeita de LM, atendidos no CRL-IRR no
periodo de 2009 a 2016

. IF1
Testes Ridascreen® : : ®
. . . Leishmaniose IT-LEISH DAT-LPC
sorolégicos Leishmania Ab HluiEie
Leishmania 0,67 0,34 0,15 0,08
ELISA IgG+igM (0,42-0.91) (0,10-0,59) (0,015-0,29) (0-0,25)
0,04 0,08 0,2
DAT-LPC (0-0,15) (0-0,22) (0-044) )
® 0,07 0,03
IT-LEISH (0-0,17) (0-0,13) . )
IFI
h ’ 0,41
Leishmaniose . - - -
Humana (0,15-0,66)

Fonte: elaborado pelo autor.

Por meio da analise por curva ROC, novos pontos de cortes para a definicdo de
diagnéstico de LM foram explorados para os testes Leishmania ELISA IgG+IigM e
Ridascreen® Leishmania Ab. Embora os testes IFI Leishmaniose Humana e DAT-
LPC também apresentem resultados quantitativos, a mesma abordagem néo pdde
ser realizada em funcao dos critérios de definicdo de positivo/negativo ja adotados.

Assim sendo, a primeira diluicdo ja define uma amostra como positiva ou negativa.

Para o teste Leishmania ELISA IgG+IgM, o ponto de corte com a melhor relagéo
sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de LM foi identificado como 6,5
(Tabela 6), que corresponde a acuracia de 88% (IC95%: 77-95%), determinada pela
area sob a curva (Figura 1). Ja para o teste Ridascreen® Leishmania Ab, ponto de
corte ideal foi identificado como 0,76 (Tabela 7), correspondendo a uma acuracia de
89% (1C95%: 78-96%), também definida pela area sob a curva (Figura 2). Com base
nesses novos pontos de corte, as taxas de sensibilidade dos testes Leishmania
ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab passaram para 77,5% e 85%, com
novas taxas de especificidade de 95% e 90%, respectivamente. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os valores anteriores e
novos de sensibilidade e especificidade do Leishmania ELISA IgG+IigM (p=0,09;
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p=0,5, respectivamente) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,92; p=1,0,

respectivamente).

Tabela 6 - Sensibilidade e especificidade para o teste Leishmania ELISA IgG+IgM

de acordo com diferentes pontos de corte definidos pela Curva ROC

Critério Sensibilidade IC 95% Especificidade IC 95%
>=1,07393 100,00 91,1-100,0 0,00 0,0-17,0
>1,0793 100,00 91,1-100,0 5,00 0,8-24,9
>1,1820 95,00 83,0-99,2 5,00 0,8-24,9
>2,4392 95,00 83,0-99,2 50,00 27,2-72,8
>2 5045 90,00 76,3-97 1 50,00 27,2-72,8
>2,6311 90,00 76,3-97,1 55,00 31,6-76,9
>4,2664 82,50 67,2-92,6 55,00 31,6-76,9
>4,5181 82,50 67,2-92,6 75,00 50,9-91,2
>4 5474 80,00 64,3-90,9 75,00 50,9-91,2
>5,4624 80,00 64,3-90,9 90,00 68,3-98,5
>6,0687 77,50 61,5-89,1 90,00 68,3-98,5
>6,4567 77,50 61,5-89,1 95,00 75,1-99,2
>8,4263 60,00 43,3-75,1 95,00 75,1-99,2
>8,4606 60,00 43,3-75,1 100,00 83,0-100,0
>30,8511 0,00 0,0-8,9 100,00 83,0-100,0

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 1 - Representacédo da Curva ROC para o teste Leishmania ELISA IgG+igM
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Legenda: Curva ROC do teste Leishmania ELISA IgG+IgM, realizada com os resultados de indice de
anticorpos das 40 amostras de pacientes do grupo LM e 20 do grupo controle. A linha continua

delimita a area sob a curva de 0,88 (IC95%: 0,77-0,95).
Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Sensibilidade e especificidade para o teste Ridascreen® Leishmania Ab

de acordo com os diferentes pontos de corte definidos pela Curva ROC

Critério Sensibilidade IC 95% Especificidade IC 95%
>=0,1392 100,00 91,1-100,0 0,00 0,0-17,0
>0,1392 100,00 91,1-100,0 5,00 0,8-24,9
>0,1974 95,00 83,0-99,2 5,00 0,8-24,9
>0,2858 95,00 83,0-99,2 20,00 5,9-43,7
>0,2880 92,50 79,6-98,3 20,00 5,9-43,7
>0,4693 92,50 79,6-98,3 70,00 45,7-88,0
>0,5469 90,00 76,3-97,1 70,00 45,7-88,0
>0,5557 90,00 76,3-97,1 75,00 50,9-91,2
>0,5880 87,50 73,2-92,8 75,00 50,9-91,2
>0,6465 87,50 73,2-95,8 80,00 56,3-94,1
>0,7325 85,00 70,2-94,3 80,00 56,3-94,1
>0,7607 85,00 70,2-97,3 90,00 68,3-95,5
>1,3041 70,00 53,5-83,4 90,00 68,3-98,5
>1,4081 70,00 53,5-83,4 95,00 75,1-99,2
>1,7745 57,50 40,9-72,9 95,00 75,1-99,2
>1,8633 57,50 40,9-72,9 100,00 83,0-100,0
>5,3275 0,00 0,0-8,9 100,00 83,0-100,0

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 2 - Representacédo da Curva ROC para o teste Ridascreen® Leishmania Ab
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Legenda: Curva ROC do teste Ridascreen® Leishmania Ab, realizada com os resultados de indice das
38 amostras de pacientes do grupo LM e 20 do grupo controle. A linha continua delimita a area sob a
curva de 0,89 (IC95%: 0,78-0,96).

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.3 Sororreatividade das amostras de soro de acordo com a classificagdo
clinica da LM, idade dos pacientes e tempo de evolugédo da doencga

A sororreatividade observada pelos testes sorolégicos, em amostras de soro de
pacientes com as diferentes classificacdes de LM, sdo apresentadas nas figuras a
seguir. Para andlise do teste IFl Leishmaniose Humana, as titulagbes foram
transformadas pela funcdo logaritmica na base 10, sendo que as amostras com

titulagbes inferiores a 1:40 foram consideradas com resultado igual ao titulo de 1:20.

Observou-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na sororreatividade dos
testes Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab quando comparada
entre os pacientes com a forma clinica leve e moderada/grave de LM (p=0,003 e
p=0,001, respectivamente) como mostrado na Figura 3 (A) e (B). Ja em relagéo a IFI
Leishmaniose Humana, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras dos pacientes com a forma leve e moderada/grave da LM (p=0,006) como

mostrado na Figura 3 (C).
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Figura 3 — Sororreatividade dos testes sorolégicos em amostras de soro de
pacientes com diferentes classificagdes clinicas de LM
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Legenda: Representacéo grafica da sororreatividade das amostras nos testes (A) Leishmania ELISA

IgG+IgM; (B) Ridascreen® Leishmania Ab; (C) IFl Leishmaniose Humana. nos subgrupos de
pacientes com as diferentes classificagbes clinicas da LM: leve (n=22) e moderada/grave (n=18);
*Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas na comparacdo das medianas nos
testes (A) (p= 0,003) e (B) (p= 0,001). As barras representam a mediana e os interquartis de 25% e
75%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 4 apresenta uma comparagao da sororreatividade dos testes sorologicos
em amostras de soro de pacientes com diferente tempo de evolugéo da doenca. Nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os pacientes com
diferente tempo de evolucéo da doenga em nenhum dos testes soroldgicos.
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Figura 4 - Sororreatividade dos testes sorolégicos em amostras de soro de

pacientes, de acordo com tempo de evolugéo da LM
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Legenda: Representacéo grafica da sororreatividade em relacéo ao tempo de lesdo <1 ano (n=12) e
>1 ano (n=23): (A) Leishmania ELISA IgG+IgM; (B) Ridascreen® Leishmania Ab; (C) IFI Leishmaniose

Humana.

Uma andlise das medianas dos

resultados demonstrou

ndo haver diferenca

estatisticamente significativa da sororreatividade nos subgrupos, em todos os testes (A, B e C). As

barras representam a mediana e os interquartis de 25% e 75%.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Sororreatividade aos testes sorolégicos de acordo com faixas etarias dos

pacientes
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Legenda: Representacdo grafica da sororreatividade das amostras de soro nos subgrupos de
pacientes classificados quanto as faixas etarias <60 anos (n=15) e 260 anos (n=25): (A) Leishmania
ELISA 1gG+IgM; (B) Ridascreen® Leishmania Ab; (C) IFI Leishmaniose Humana. Uma analise das
medianas dos resultados demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa da
sororreatividade nos subgrupos, em todos os testes (A, B e C). As barras representam a mediana e
os interquartis de 25% e 75%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliar se a sensibilidade dos testes variava com a classificagéo clinica da LM,
idade dos pacientes e tempo de evolugdo da doenca, foram realizadas andlises das
taxas de sensibilidade dos testes para os pacientes divididos nos seguintes
subgrupos: forma leve versus moderada/grave de LM, pacientes com idades
iguais/superiores versus inferiores a 60 anos, pacientes com evolugdo de doencga

superior versus inferior/igual a um ano.
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Quanto a classificagdo clinica considerada leve, a sensibilidade variou de 4,6%
(IC95%: 0,8-21,8%) a 70% (48,1-85,5%), valores estes observados para o IT-
LEISH® e Ridascreen® Leishmania Ab, respectivamente. O teste Leishmania ELISA
IgG+IgM apresentou sensibilidade de 455% (IC95%: 26,9-65,3%), a IFI
Leishmaniose Humana, 54,6% (IC95%: 34,7-73,1%) e o DAT-LPC, 9,1% (IC95%:
2,5-27,8%).

Maior variagcédo na medida de sensibilidade foi observada em amostras de pacientes
com a forma moderada/grave de LM, de 11,1% (IC95%: 3,1-32,8%) a 100% (IC95%:
82,4-100%), valores apresentados pelos testes DAT-LPC e Ridascreen® Leishmania
Ab, respectivamente. Os testes Leishmania ELISA IgG+igM e IFI Leishmaniose
Humana apresentaram sensibilidade de 77,8% (IC95%: 54,8-96,4%) e o IT-LEISH®,
12,5% (1C95%: 3,5-36,0%). Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) foi
observada entre a sensibilidade das diferentes classificagdes clinicas dos testes
Leishmania ELISA IgG+IlgM (p=0,04) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01) na
comparacgéo global desta medida de desempenho em amostras provenientes de
pacientes divididos nas trés classificagdes clinicas de LM (Tabela 8). Entretanto,
quando essas classificacbes foram comparadas em pares, diferenga
estatisticamente significativa foi encontrada unicamente para o teste Ridascreen®
Leishmania Ab (p=0,03), na comparagéo de amostras de pacientes com a forma leve

em relagdo a forma moderada/grave de LM.

Considerando apenas amostras de pacientes com tempo de evolugdo da doenga
inferior/igual a um ano, o IT-LEISH® apresentou a menor sensibilidade entre todos os
testes: 0% (IC95%: 0-25,9%), enquanto a maior sensibilidade foi do Ridascreen®
Leishmania Ab, 70% (IC95%: 39,7-89,2%). Ja para o grupo constituido apenas por
amostras de pacientes com tempo de evolugdo da doenga maior que um ano, a
menor taxa de sensibilidade foi apresentada pelo DAT-LPC: 9,1% (IC95%: 2,5-
27,8%), sendo o Ridascreen® Leishmania Ab, novamente o teste mais sensivel:
76,2% (54,9-89,4%). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada
ao se comparar as medidas de sensibilidade dos testes obtidas nas amostras dos
pacientes com LM divididos de acordo com o tempo de evolugéo da doenga (Tabela
9).
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Embora sem alcancar diferenca estatisticamente significativa, numericamente a
sensibilidade de todos os testes foi maior entre pacientes com mais de 60 anos em
relacdo ao grupo de pacientes com menos de 60 anos. Para pacientes com menos
de 60 anos, o IT-LEISH® foi o teste que apresentou a menor sensibilidade, 0%
(1C95%: 0-21,8%) e o Ridascreen® Leishmania Ab, a maxima, 76,9% (IC95%: 46,2-
95,0%). Para pacientes com idade igual/superior a 60 anos, o IT-LEISH® e o DAT-
LPC apresentaram a menor sensibilidade de 12,0% (1C95%: 2,6-31,2%), enquanto a
maior sensibilidade foi do Ridascreen® Leishmania Ab, 88,0% (IC95%: 68,8-97,5%).
Na analise global, ndo se identificou diferenca estatisticamente significativa na
medida de sensibilidade dos testes para pacientes com LM estratificados de acordo

com a faixa etéaria (Tabela 10).

Tabela 8 - Sensibilidade dos testes soroloégicos de acordo com a classificagéo

clinica de LM

Sensibilidade (%)

o 1C95%
Testes sorolégicos
Leve Moderada/Grave
(n=22) (n=18) Valor de p
Leishmania ELISA
IgG+gM 455 (26,9-65,3) 77,8 (54,8-96,4) 0,04
. ® . .
;{Ldascree” Leishmania 7. 43 1.5 5) 100 (82,4-100,0) 0,01
IFI Leishmaniose
Humana 54,6 (34,7-73,1) 77,8 (54,8-96,4) 0,13
IT-LEISH® 4.6 (0,8-21,8) 12,5 (3,5-36,0) 0,37
DAT-LPC 9,1 (2,5-27,8) 11,1 (3,1-32,8) 0,84

Legenda: *n=20.
Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 9 - Sensibilidade dos testes soroldgicos de acordo com tempo de evolugédo

da LM

Leishmania ELISA IgG+IgM

Ridascreen® Leishmania
Ab

IFl Leishmaniose Humana

IT-LEISH®

DAT-LPC

45,5 (21,3-72,0)

70* (39,7-89,2)

54,6 (28,0-78,7)

0,0 (0-25,9)

9,1 (1,6-37,7)

50,0 (30,7-69,3)

76,2 (54,9-89,4)

63,6 (43,0-80,3)

13,6 (4,8-33,3)

9,1(2,5-27,8)

0,8

0,7

0,6

0,2

1,0

Legenda: *n=11; **n=22
Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 10 - Sensibilidade dos testes sorolégicos de acordo com as faixas etarias

dos pacientes com LM

Leishmania ELISA
IgG+igM

Ridascreen®
Leishmania Ab

IFI Leishmaniose
Humana

IT-LEISH®

DAT-LPC

53,3 (26,6-78,3)

76,9% (46,2-95,0)

60,0 (32,3-83,7)

0,0 (0-21,3)

6,7 (0,2-32,0)

64,0 (42,5-82,0)

88,0 (68,8-97,5)

68,0 (46,5-85,1)

12,0 (2,6-31,2)

12,0 (2,6-31,2)

0,5

0,4

0,6

0,2

0,6

Legenda: *n=13.
Fonte: elaborado pelo autor.



6 DISCUSSAO

Considerando a auséncia de perspectiva de disponibilidade a curto prazo de novas
alternativas diagnésticas e diante da interrupcdo da produgcdo do antigeno de
Montenegro, a aplicabilidade de testes soroldgicos, desenvolvidos e registrados na
ANVISA para o diagnéstico da LV, foi avaliada quanto a sua aplicagdo para LM
nesse estudo. Foram encontrados poucos testes sorolégicos na base de dados da
ANVISA, todos registrados para LV. Além disso, os poucos estudos encontrados na
literatura, que avaliaram testes soroldgicos para o diagnéstico da LM, além de
apresentarem limitagdes, principalmente em relagéo aos critérios de classificagdo da
LM, avaliaram no maximo dois testes em paralelo. No presente trabalho, foram
avaliados cinco testes soroldgicos, sendo quatro kits comerciais e um kit protétipo
produzidos em nosso laboratério. A pesquisa na base de registros da ANVISA
identificou ainda o kit Leishmania Cutanea IgG CELISA (Cellabs Pty Ltd., Sydney,
AUS), que foi desenvolvido e registrado para o diagnoéstico sorolégico da LT. Este
teste néo foi avaliado no presente estudo em fungéo de estar com o registro vencido
e o produto indisponivel comercialmente por ocasido da execugédo dos testes, em
2017.

Os testes avaliados apresentaram diferencas capazes de gerar implicaces
relevantes na abordagem diagnéstica da LM. O teste Leishmania ELISA IgG+IgM
apresentou uma acuracia razoavel (73,3%), mas uma sensibilidade insuficiente para
compor uma rotina de investigacéo para a doenga (60%). O fabricante informa que o
antigeno usado no kit € produzido a partir de promatigotas de L. infantum, mas nao
relata a natureza do mesmo. E importante ressaltar que esse kit foi desenvolvido
para detectar as duas principais classes de anticorpos (IgG e IgM) humanos. Em
teoria, essa caracteristica proporciona aumento na sensibilidade, mas compromete a
especificidade, devido a baixa avidez dos anticorpos IgM. Apés determinagdo do
novo ponto de corte, houve aumento da sensibilidade do Leishmania ELISA
IgG+IgM, aumentado de 60 para 77,5%, entretanto pequena perda na especificidade
foi demonstrada, diminuindo de 100 para 95%. Contudo, observa-se que o novo
ponto de corte gera acréscimo em sensibilidade superior a perda na especificidade,
fato que aumentou significativamente a acuracia diagnéstica do Leishmania ELISA
IgG+IgM, que passou de 73,3% para 88% (p=0,04). Esta observagéo confirma que o
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padrdo de resposta soroldgica difere entre as formas visceral e mucosa da
leishmaniose, o que provavelmente exigirad a identificacdo de antigenos e pontos de
corte especificos para LM. Sao resultados a serem avaliados com cautela, pois
trata-se de andlise ainda limitada pelo pequeno tamanho da amostra, sendo
necessarios outros estudos com maior representatividade nacional e de subgrupos

de pacientes, a fim de validar esse ponto de corte.

Nesse estudo, o Ridascreen® Leishmania Ab foi o teste que apresentou melhor
desempenho para o diagnéstico da LM. O fabricante do kit (r-Biopharm AG) informa
que o antigeno usado é purificado a partir de L. infantum. Diferentemente do
Leishmania ELISA IgG+IgM, que usa anticorpo anti-IlgG/IgM humanos ligado a
peroxidase como conjugado, esse ensaio de ELISA detecta anticorpos usando
proteina A-peroxidase como conjugado. Esse conjugado apresenta maior afinidade
para anticorpos IgG, mas, também reconhece as outras classes de anticorpos
humanos. Até o momento, ndo ha muitos estudos documentando a presenga de
anticorpos IgA circulantes nos pacientes acometidos por LM. Entretanto, € uma
possibilidade que merece ser mais investigada, por ser uma doenga que acomete
mucosas. Usando o ponto de corte, calculado segundo o manual de instrugdo do
seu fabricante, o Ridascreen® Leishmania Ab apresentou sensibilidade de 84,2%,
especificidade de 90% e acuracia diagndstica de 86,2%. A adogao do novo ponto de
corte, indicado pela curva ROC, provocou pequeno aumento em sua acuracia, de
86,2% para 89% (p=0,64). Esse ganho foi em razdo de um pequeno aumento da
sensibilidade (0,8%) produzido pela inclusdo de duas amostras, que anteriormente
foram consideradas duvidosas e passaram a ser consideradas positivas com o novo
ponto de corte. E prudente considerar que a maioria dos pacientes desse estudo é
residente na regido metropolitana de Belo Horizonte, que é endémica para LV.
Dessa forma, ndo se pode descartar a possibilidade de que, individuos residentes
nesta regido e infectados por L. infantum com a forma assintomatica terem
apresentado sorologia positiva ao ser investigado para LM, comprometendo a

especificidade do Ridascreen® Leishmania Ab.

A acuracia observada para a IFl Leishmaniose Humana foi inferior (66,7%) aquela
observada em outros estudos que utilizaram esse mesmo kit em amostras de
pacientes com LM (BARROSO-FREITAS et al., 2009). Esses autores observaram
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ainda diferengas estatisticamente significativas quando compararam o kit em
questdo com uma metodologia de imunofluorescéncia in house com mesmo
antigeno (L. major-like). Ha, entretanto, outros estudos demonstrando que o
desempenho da RIFlI no diagnéstico de LM aumenta quando s&o utilizados
promastigota de L. braziliensis como antigeno (GUIMARAES et al., 1991; PEDRAS
et al., 2003; BARROSO-FREITAS et al., 2009). Limitagées do teste como a falta de
padronizagao dos reagentes entre os diferentes lotes e subjetividade da leitura entre
pesquisadores ja foram apontadas por Barroso-Freitas e colaboradores (2009). E
consenso que a subjetividade da leitura &€ um fator que compromete a
reprodutibilidade dos resultados da RIFI, quando usada para diagnéstico da LV e
outras doencgas infecciosas e parasitarias. Esse fator € mais impactante quando a
RIFI é usada para diagnéstico laboratorial de infeccdes que cursam com baixos
niveis de anticorpos especificos, como é o caso da LM. Estudos em LV tem
confirmado o baixo desempenho da IFI Leishmaniose Humana inclusive para o
diagnéstico da LV (FREIRE, 2017).

No presente trabalho, o teste rapido IT-LEISH® foi positivo somente em trés
amostras de soro de pacientes com LM, o que resultou em sensibilidade de 7,5% e
uma acuracia diagnostica de apenas 38,3, apesar da especificidade alta (100%). O
antigeno rk39 torna o IT-LEISH® altamente sensivel e especifico para o diagndstico
da LV, causada por infeccdes por espécies do complexo donovani (SUNDAR e RAl,
2002), o que deve explicar a baixa sensibilidade do teste para infecgdo causada por
espécie do subgénero Viannia. Outra justificativa para o baixo desempenho exibido
pelo IT-LEISH® pode estar relacionada ao tipo de plataforma do teste, ideal para o
diagnodstico de doencas que cursam com altos niveis de anticorpos circulantes.
Assim, & provavel que esse tipo de plataforma ndo promova uma sensibilidade
analitica suficiente para a detecgdo de baixos niveis de anticorpos. Contudo, uma
possibilidade a ser explorada no futuro, seria o desempenho de testes utilizando
esta plataforma, mas com novos antigenos recombinantes mais especificos, numa
tentativa de promover aumento na sensibilidade analitica desse tipo de plataforma e
contribuir com o diagnéstico complementar da LM. Esfor¢os e investimentos nesse
sentido j& vém sendo empreendidos por pesquisadores brasileiros. Alguns
pesquisadores tém investido na padronizagdo da citometria de fluxo (CF) para

deteccdo de anticorpos IgG contra L. braziliensis com a finalidade de uso para o
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diagnéstico da LT. A principal vantagem dessa plataforma é uma sensibilidade
analitica muito superior as convencionais, como RIFI, ELISA. A primeira descricdo
da aplicagdo da CF para diagnéstico da LT foi feita por Rocha e colaboradores
(2002), sendo descritas taxas de 93,6% de sensibilidade em pacientes que tinham a
forma ativa da doenga. Posteriormente, outro estudo mostrou que o desempenho da
CF foi superior ao da RIFI, quando os dois testes sorolégicos foram usados para
diagnéstico da LT ativa e acompanhamento de cura dos pacientes apos tratamento
(OLIVEIRA, AP. et al., 2015). Recentemente, foi proposto um ensaio triplo de CF
para detecgado de IgG1, com aplicagdo no diagnédstico diferencial entre doenga de
Chagas, LT e LV, denominado TRIPLEX (TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015).
Apesar do ensaio exigir equipamentos de alta tecnologia, os resultados devem servir
de base para desenvolvimento de novas plataformas diagnésticas usando essa
metodologia.

Outros pesquisadores tém investido na prospeccdo de novos antigenos
recombinantes de Leishmania spp. para o diagnéstico da LT, tanto da forma cutanea
como da forma mucosa. Os mais utilizados e conhecidos derivam de L. infantum e,
normalmente, estdo associados a viruléncia e antigenicidade do parasito. Souza e
colaboradores (2013) avaliaram uma série de antigenos recombinantes derivados de
L. infantum (HSP70, H2A, H2B, H3, H4 e KMP11), além de um extrato soluvel em
um painel sorolégico de LT, visando o desenvolvimento de um teste sorolégico para
o diagndstico dessa doenca. Quando avaliaram o desempenho em pacientes com
LM (53 casos), a sensibilidade variou de 43% a 93% e a especificidade, de 55% a
84%, dependendo do antigeno empregado. Com excegdo do extrato soluvel, que
apresentou uma sensibilidade de 93% e especificidade de 84%, o HSP70 foi o
antigeno recombinante que exibiu o melhor desempenho, sensibilidade e
especificidade de 83% e 81%, respectivamente. Coelho e colaboradores (2016),
identificaram dois antigenos derivados de L. infantum (CcOx e HRF) promissores
para o diagnoéstico da LT. Sensibilidade e especificidade de 100% foram
encontradas em 24 amostras de ambas as formas de LT, sendo 12 amostras
provenientes de pacientes com LM.

Novos antigenos derivados de L. braziliensis também tém sido identificados e

descritos. Menezes-Souza e colaboradores (2014) avaliaram o antigeno HSP83 e
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seus peptideos derivados (1, 2 e 3) em 20 amostras de pacientes com LM e
descreveram sensibilidade de 90%, 55%, 50% e 75%, respectivamente. Ja Duarte e
colaboradores (2015) identificaram 20 proteinas excretadas de L. braziliensis, sendo
18 com fungbes conhecidas e duas hipotéticas (sem fungao descrita). Dentre estes
antigenos, uma triparedoxina peroxidase atingiu sensibilidade e especificidade
maéaximas, tanto no grupo LC, quanto LM, composto por 23 e 20 pacientes,
respectivamente. Apesar da identificacdo de antigenos recombinantes promissores
para o diagnéstico de LM, sdo necessarios mais estudos para que a sua

aplicabilidade no diagnoéstico dessa doenca seja confirmada.

O DAT-LPC também nao apresentou bom desempenho nesse estudo. A acuracia
diagndstica apresentada pelo DAT-LPC foi de apenas 38,3%, mesma taxa
apresentada pelo IT-LEISH. O DAT-LPC detectou apenas quatro pacientes com LM,
sendo positivo em um paciente do grupo controle. O baixo desempenho do DAT-
LPC pode estar associado as caracteristicas do antigeno, que em sua preparacgao,
as promastigotas de L. infantum sdo submetidas a um tratamento com tripsina. Esse
tratamento cliva muitas proteinas que poderiam ser reconhecidas por anticorpos
produzidos em resposta a infeccdo por L. braziliensis. E interessante destacar que,
em estudos anteriores, amostras de soro de pacientes portadores de LT, incluidas
no grupo controle, ndo apresentaram reagbes cruzadas. Num estudo recente,
apenas dois entre vinte pacientes apresentaram resultados falso-positivos, todos em
titulos baixos (OLIVEIRA, E. et al., 2013). Nesse estudo, ndo foi possivel definir um
titulo de corte do DAT-LPC, quando o mesmo foi aplicado para o diagnéstico da LM.
Uma questdo que deve ser considerada é a natureza do antigeno. Um estudo
realizado na Etidpia, usando o DAT produzido com L. aethiopica e L. donovani para
o diagnoéstico da LC, causada pelas mesmas espécies de parasitos usados na
preparagdo do antigeno, reportou sensibilidade de 90,5% e 19% (HAILU, 2002).
Tendo como base esse estudo, um DAT produzido com promastigotas de L.

braziliensis estd em andamento em nosso laboratério.

Nesse estudo, foi possivel observar maior sororreatividade dos testes em amostras
dos pacientes com a forma clinica moderada/grave em relagcédo ao resultado dos
testes em soros de pacientes com a forma clinica leve, quando foram testados pelo
Leishmania ELISA 1gG+IigM (p=0,003) e pelo Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01).
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Ja em relagédo a IFI Leishmaniose Humana, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os pacientes com a forma moderada/grave de LM na comparacéo
com os pacientes da forma leve da doenca (p=0,06, Figura 3). Em diferentes
doencgas infecciosas e parasitarias como, por exemplo, na esquistossomose
mansoni, ha uma forte resposta imune pro inflamatéria (Tipo Th1) nas fases iniciais
da infecgéo, seguida por um contrabalango da resposta imune anti-inflamatéria (Tipo
Th2) durante a evolugédo da doenca (PEARCE e MACDONALD, 2002; STADECKER
et al., 2004). Essa mudanca no perfil da resposta imune & importante para diminuir
os danos aos tecidos acometidos. Considerando as caracteristicas, ainda muito
pouco conhecidas, da resposta imune na LM, esses resultados, se confirmados por
estudo mais amplo, podem ser importantes para contribuir na compreensdo da
imunopatogénese da LM e no desenvolvimento dos testes sorolégicos a serem
aplicados a doenca. Ou seja, caso o mesmo padrdo de resposta imune com
variacdo temporal seja confirmado na LM, os testes sorolégicos provavelmente terdo
aplicabilidade nas fases clinicas tardias da doenga. Em relagdo ao tempo de
evolugcao da doenga e faixas etarias, ndo foram observadas variagdes significativas
da sororreatividade aos testes Leishmania ELISA IgG+igM e Ridascreen®
Leishmania Ab entre os pacientes (categorizados de acordo com o tempo de
evolugcao da doenca: superior e inferior/igual a um ano de sintomas) e faixa etaria

(categorizados em maiores/iguais e menores a 60 anos).

Em contraste, foram encontradas maiores taxas de sensibilidade no subgrupo de
pacientes com as formas moderada/grave em relagéo aqueles com a forma leve de
LM, quando suas amostras de soro foram testadas pelo Leishmania ELISA IgG+IgM
(p=0,04) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01). Além disso, numa comparagéo
pareada, o Ridascreen® Leishmania Ab apresentou maior taxa de sensibilidade no
subgrupo de pacientes classificados com a forma moderada em relagao a forma leve
da doenga (p=0,03). Nesse estudo, o tempo de evolugéo e a idade dos pacientes

néo influenciaram diretamente o desempenho dos ensaios de ELISA.

Importante ressaltar que esse estudo foi realizado com amostras de conveniéncia,
por tratar-se de uma doenga com incidéncia relativamente baixa. Desta forma, uma
limitagdo destas observagbes é a pouca representatividade de pacientes com as

formas graves de LM, além de ter utilizado amostras de soro congeladas, o que
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pode ter influenciado o desempenho dos testes. Diante disso, um novo estudo
prospectivo para avaliar o0 desempenho dos testes sorolégicos esta sendo realizado
pelo nosso grupo de pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Em sintese, resguardadas as limitagcdes de um estudo do tipo caso-controle de base
amostral, com amostras congeladas de um Unico centro e em nimero pequeno, as
observagcdées aqui realizadas sado geradoras de hipotese e devem embasar
principalmente o planejamento de novos estudos. Com foco na aplicagéo clinica, os
resultados observados nesse estudo sustentam a ndo recomendacéo dos testes IFI
Leishmaniose Humana, IT-LEISH® e DAT-LPC para o diagnéstico de LM. Por outro
lado, sugerem uma aplicabilidade dos testes baseados na metodologia ELISA,

especialmente para pacientes com acometimento mucoso moderado ou grave.
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