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RESUMO

A leishmaniose com acometimento mucoso ¢ a forma mais negligenciada das
leishmanioses. No Brasil, a forma mucosa corresponde a cerca de 6% do total de casos
de leishmaniose tegumentar (LT) notificados. Entretanto, faltam critérios bem definidos
para a classificacdo da leishmaniose nas variagdes das formas cutanea e mucosa, o que
pode gerar imprecisdo nos dados de morbidade da doenca. Em relacdo a condicdo
propriamente dita, o comprometimento mucoso impde desafios adicionais ao diagnostico
da leishmaniose, seja pela dificuldade de acesso as superficies mucosas, seja pela escassez
de parasitos nestes locais. Nesse contexto, esse estudo se propde a identificar aspectos
demograficos, clinicos, laboratoriais e evolutivos capazes de distinguir as diferentes
apresentacdes clinicas observadas para leishmaniose tegumentar com acometimento
mucoso, bem como descrever a acuracia para seu diagndstico de um novo anticorpo
monoclonal para imuno-histoquimica, duas técnicas de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real (sistemas de detec¢do SYBER para alvo kDNA e sistema de
deteccdo TagMan para o alvo SSU rRNA) e uma técnica de PCR convencional para o
alvo hsp70, além de cinco testes sorologicos em plataforma de imunoensaio. No
ambulatério Alda Lima Falcdo do Centro de Referéncia em Leishmanioses do Instituto
René Rachou, entre abril de 2017 e setembro de 2020, foram recrutados 124 pacientes
com alteracdes mucosas e suspeita de leishmaniose, sendo 100 deles confirmados com a
doenga pelo critério parasitologico ou molecular. Os pacientes foram reunidos em
subgrupos com diferentes apresentagdes clinicas de acordo com a presenca, localizagdo e
numero de lesdes de pele concomitantes a lesdo mucosa, o que permitiu a identifica¢do
de suas especificidades. De interesse, pacientes com lesdo mucosa exclusiva exibiam
maior tempo de evolucdo da doenca (12 meses) em relagdo aqueles com lesdo mucosa
associada a lesdes de pele a distancia (8 meses) (p=0,004), que por sua vez, exibiam maior
taxa de acometimento da cavidade oral (44,2% vs. 20%) (p=0,011) e de positividade ao
exame imuno-histoquimico (53% vs. 41%) (p=0,009). No subgrupo de pacientes com
lesdes de pele ndo contiguas a mucosa, identificou-se menor tempo de doenga (3 vs. 11
meses daqueles com lesdes de pele contiguas @ mucosa) (p=0,002), mediana de 4 lesdes
de pele por paciente, predominantemente tlceras (90%). Observou-se ainda que pacientes
com comprometimento mucoso com mais de seis lesdes cutaneas (defini¢do operacional
de forma disseminada) eram significativamente mais jovens (44 vs. 62 anos) que aqueles

com menos de seis lesdes de pele (p=0,024). Pacientes com leishmaniose mucosa



acometendo estritamente a topografia do nariz, ou seja, mucosa com ou sem O
acometimento da pele adjacente, apresentavam tempo de evolu¢do da doenca
significativamente maior (12 meses) em rela¢do aos pacientes com doenca nao restrita ao
nariz (8 meses) (p=0,002), que apresentaram maior taxa de reatividade ao ELISA in houve
baseado em extrato de L. braziliensis (92,7% vs. 72,4%) (p=0,018). Ja aqueles pacientes
com acometimento mucoso restrito as vias aero digestivas altas, com ou sem lesdes de
pele contiguas, apresentaram maior percentual de falha terapéutica no seguimento de seis
meses (16,7% vs. 3,5%) (p=0,025), em relagdo aos pacientes com outras apresentacdes
clinicas. Em relag@o a acuricia diagnostica dos testes, em avaliacdo incluindo todos os
pacientes independentemente da apresentacdo clinica, observamos as maiores
sensibilidades para os testes de PCR em tempo real (94,2% para qPCR/Syber e 87% para
qPCR/TagMan), ambos com especificidade em torno de 85%, sem diferenca estatistica
entre eles. Entre os imunoensaios, sensibilidade moderada foi observada para dois testes:
71,7% para ELISA in house baseado em antigeno de L. braziliensis e 62,3% para ELISA
comercial baseado em antigenos de L. infantum, sem diferenca estatistica entre eles. A
sensibilidade da imuno-histoquimica foi de 45%, com especificidade de 90%. Em sintese,
nossos resultados confirmam a existéncia de apresentagdes distintas para a leishmaniose
com comprometimento mucoso, sendo a forma restrita ao nariz ou vias aéreo digestivas,
com ou sem acometimento da pele adjacente, caracteristica de pacientes mais velhos, com
tempo de evolugdo de doencga maior e tipicamente com lesdes de pele do tipo infiltrativo,
grupo esse que tem menor probabilidade de cura aos seis meses de seguimento. Pacientes
com lesdes de pele distantes do local de acometimento mucoso exibiram maior propor¢ao
de lesdes de pele do tipo ulcerado e maior probabilidade de resultado positivo a imuno-
histoquimica, com tempo de evolu¢do da doenga menor, em comparacdo com pacientes
com doenga restrita as mucosas aero digestivas. Pacientes com acometimento mucoso no
contexto de multiplas lesdes de pele, aqui arbitrariamente definidas como acima de seis,
eram mais jovens que pacientes com lesdes restritas ao nariz. Estas observacgdes, embora
ainda insuficientes pra sustentar algoritmos de abordagem de acordo com apresentagao
clinica, sugerem a existéncia de ao menos dois grupos de pacientes com acometimento
mucoso por leishmaniose: um mais velho e com doenga restrita 8 mucosa e seu entorno,
de pior progndstico e menor reatividade soroldgica a teste baseado em antigenos de L.
braziliensis, e outro mais jovem, com menos tempo de doenca e presenca de ledes
cutdneas a distdncia, com maior probabilidade de cura e maior probabilidade de

diagnéstico por identificagdo do parasito no tecido. Estas observacdes comecam a



delinear alguns marcadores clinicos a serem explorados em futuros estudos, tais como a
idade, o tempo de evolugdo dos sintomas e a presenca e a localizagdo das lesdes de pele
como possiveis critérios a comporem estratégias sistematizadas de testagem e abordagem
terapéutica diferencial para pacientes com suspeita de leishmaniose com
comprometimento mucoso.

Palavras-chave: manifestagao clinica, diagndstico, leishmaniose, mucosa



ABSTRACT

Leishmaniasis with mucous involvement is the most neglected form of leishmaniasis. In
Brazil, the mucosal form corresponds to about 6% of all cases of tegumentary
leishmaniasis (TL) notified. However, there is a lack of well-defined criteria for the
classification of leishmaniasis in its cutaneous and mucosal forms, which can generate
inaccuracy in the morbidity data of the disease. Regarding the condition itself, mucosal
involvement poses additional challenges to the diagnosis of leishmaniasis, either because
of the difficulty in accessing mucosal surfaces or because of the scarcity of parasites in
these sites. In this context, this study aims to identify demographic, clinical, laboratory
and prognostic aspects capable of distinguishing the different clinical presentations
observed for tegumentary leishmaniasis with mucosal involvement, as well as to describe
the accuracy of a new monoclonal antibody for immunohistochemistry, two real-time
polymerase chain reaction (PCR) tests (SYBER detection system for kDNA target and
TagMan detection system for SSU rRNA target) and a conventional PCR technique for
hsp70 target, in addition to five serological tests based on immunoassay platform. At the
Alda Lima Falcao outpatient clinic of the Reference Center for Leishmaniasis of the René
Rachou Institute, between April 2017 and September 2020, 124 patients with mucosal
manifestation and suspected leishmaniasis were recruited, 100 of which were confirmed
with the disease by parasitological or molecular criteria. Patients were grouped according
to clinical presentation, based on the presence, body location and number of skin lesions
concomitant with the mucosal lesion. Some differences were observed between patients
with various clinical presentations, namely, patients with exclusive mucosal lesion
exhibited longer disease progression (12 months) compared to those with mucosal lesion
associated with distant skin lesions (8 months), which, in turn, had a higher rate of
involvement of the oral cavity (44.2% vs. 20%) and of positive immunohistochemical test
(53% vs. 41%). In the subgroup of patients with skin lesions not adjacent to the mucosa,
a shorter disease duration (3 vs. 11 months for those with skin lesions adjacent to the
mucosa) was identified, median of 4 skin lesions per patient, predominantly ulcers (90%).
It was also observed that patients with mucosal involvement with more than six skin
lesions (here, disseminate form) were significantly younger (44 vs 62 years) than those
with less than six skin lesions. Patients with mucosal leishmaniasis strictly affecting the
topography of the nose, its mucosa, with or without involvement of the adjacent skin,

have a significantly longer time of disease progression (12 months) compared to patients



with disease not restricted to the nose (8 months), which showed a higher rate of reactivity
to the ELISA based on L. braziliensis extract (92.7% vs. 72.4%). On the other hand, those
patients with mucosal involvement restricted to the upper aerodigestive tracts, with or
without contiguous skin lesions, had a higher rate of no improvement in the 6-month
follow-up (16.7% vs 3.5%), compared to patients with other clinical presentations.
Regarding the test diagnostic’s accuracy, in an assessment including all patients
regardless of clinical presentation, we observed highest sensitivities for real-time PCR
tests (94.2% for qPCR/Syber and 87% for qPCR/TagMan), both with specificity around
85%, with no statistical difference between them. Among the immunoassays, moderate
sensitivity was observed for two tests: 71.7% for in-house ELISA based on L. braziliensis
antigen and 62.3% for commercial ELISA based on L. infantum antigens, with no
statistical difference between them. The sensitivity of immunohistochemistry was 45%,
with specificity of 90%. In summary, our results confirm the existence of distinct
presentations for leishmaniasis with mucosal involvement, one form restricted to the nose
or airway-digestive tract, with or without involvement of the adjacent skin, characteristic
of older patients, with longer disease evolution time and typically with infiltrative-type
skin lesions, being less likely to heal at six months of follow-up. Patients with skin lesions
distant from the mucosal involvement site exhibited a higher proportion of ulcerated-type
skin lesions and a higher probability of a positive immunohistochemical result, with a
shorter time of disease evolution compared to patients with disease restricted to
aerodigestive mucosa. Patients with mucosal involvement in the context of multiple skin
lesions, here arbitrarily defined as over six as disseminated form, were younger than
patients with lesions restricted to the nose. These observations, although insufficient to
support approach algorithms according to clinical presentation, suggest the existence of
at least two groups of patients with mucosal involvement by leishmaniasis: an older one
with disease restricted to the mucosa and its surroundings, with worse prognosis and low
serological reactivity to L. braziliensis antigen test, and a younger one, with less time of
symptoms and presence of cutaneous lesions far from the mucosal site, with greater
probability of cure and greater probability of diagnosis by identification of the parasite in
the tissue. These observations begin to outline some clinical markers to be explored in
future studies, such as age, time of symptoms and the presence and body location of skin
lesions as possible criteria to compose systematic strategies of testing and treating patients
with suspected leishmaniasis and mucosal involvement.

Key-Words: Palavras-chave: clinical manifestation, diagnosis, mucosal, leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

Este estudo aborda uma variante pouco estudada da leishmaniose tegumentar (LT): a sua
forma com comprometimento mucoso. LT ¢ considerada pela Organizacdo Mundial da
Saade (OMS) uma das seis mais importantes doencas infecciosas parasitarias (WHO,
2010). Embora reconhecida como uma das manifestacdes mais desfigurantes da doenga e
uma complicacdo tardia especialmente relevante para a doenca prevalente no continente
americano, a leishmaniose com comprometimento mucoso ¢ ainda cercada por escassa

evidéncia cientifica e carece de uma defini¢ao operacional abrangente.

Os termos “leishmaniose mucosa” e “leishmaniose muco-cutinea” sdo muitas vezes
empregados indistintamente na literatura, designando condi¢des frequentemente distintas.
Essa falta de padronizacdo de terminologia, mais que um preciosismo de linguagem,
representa mais um empecilho na busca de evidéncias robustas para o enfrentamento da
doenga. Ao segregar ou agrupar condi¢des proximas, mas nao exatamente idénticas, sdo
produzidos dados imprecisos sobre a morbidade da doenga e cria-se um viés adicional na
avaliagdo dos marcadores prognosticos e interpretacdo do papel dos testes diagnosticos e

do padrao de resposta aos tratamentos disponiveis.

Alheio ao artificialismo das definigdes arbitrarias, o comprometimento mucoso pode
ocorrer em diferentes apresentacdes clinicas da LT, a forma classica com lesdo exclusiva
nas mucosas, de forma concomitante ao acometimento cutdneo, em localizacdo contigua
ou ndo a lesdo de pele ou ainda no contexto da forma disseminada. Menos comum, o
comprometimento isolado de mucosa exposta, como labios ou conjuntiva ocular, esta
também descrito, o que suscita a possibilidade de tratar-se de lesdo primaria ou sitio de
inoculagdo do parasito. Pouco se sabe sobre a implicagdo das apresentagdes clinicas com
comprometimento mucoso em relagdo ao desempenho dos diferentes testes diagndsticos,
resposta terapéutica e progndstico. Possivelmente em decorréncia da falta de evidéncia
cientifica estratificada por apresentacdo clinica, as principais recomendagdes de manejo da
leishmaniose tegumentar com acometimento mucoso, produzidas pela OMS, Organizagao
Pan-Americana da Saude e Ministério da Satde (MS) do Brasil, ndo trazem qualquer
observagdo em relacdo a estas diferengas clinicas. Além deste aspecto, muitos outros

permanecem ndo resolvidos em relagdo a leishmaniose com acometimento mucoso,
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envolvendo custo-efetividade das diferentes alternativas terapéuticas e fatores relacionados

a recidiva.

O Centro de Referéncia em Leishmanioses do Instituto René Rachou (CRL-IRR), Fiocruz
Minas, ¢ uma unidade técnica regulamentada pela FIOCRUZ como Laboratério de
Referéncia Nacional em Leishmaniose para o Sistema Nacional de Laboratdrios de Saude
Publica (SISLAB) da Secretaria de Vigilancia em Satde (SVS) do MS. Sua principal
missdo ¢ subsidiar a¢des de controle das leishmanioses no ambito do Sistema Unico de
Satde (SUS). Neste sentido, a constatacdo da fragilidade de sustentacdo das
recomendacdes de manejo, especialmente para a leishmaniose com acometimento mucoso,
e a inesperada mortalidade relacionada a essa forma clinica, detectada no Brasil nos ultimos
anos (SOUZA, 218), sinalizaram para a urgente necessidade de avaliacdo da abordagem
atual da doenga, o que justificou o inicio da primeira coorte de casos com acometimento
mucoso por LT, em Belo Horizonte, Minas Gerais, a partir de 2017. Este estudo representa
o primeiro produto desta coorte e teve como foco principal a identificacdo de subgrupos
distintos de pacientes com LT com acometimento mucoso que, eventualmente, se
beneficiariam de abordagem diagnostica e terap€utica especificas, baseada no desempenho
de testes diagnosticos, tolerancia e resposta as diversas opgdes terapéuticas. Além de
proposta de classificag@o clinica para a LT com acometimento mucoso, espera-se que 0s
resultados permitam a proposicdo de um algoritmo diagnéstico, fornecendo uma base
racional para a orientagdo terapéutica. Em ultima andlise, espera-se que nossas conclusdes
sejam uteis, incorporadas ao SUS e possam contribuir para uma abordagem mais eficiente

da leishmaniose no Brasil.

E importante ressaltar a situagdo sanitaria mundial no contexto em que esse trabalho foi
desenvolvido. Em 31 de dezembro de 2019, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) foi
alertada sobre varios casos de pneumonia na cidade de Wuhan na Republica Popular da
China. Tratava-se de uma nova cepa de coronavirus que nao havia sido identificada antes
em seres humanos. Em 30 de janeiro de 2020, a OMS declara o surto do novo
coronavirus uma Emergéncia de Satde Publica de Importancia Internacional e em 11 de
marco de 2020, a COVID-19 foi caracterizada como uma pandemia. No Brasil, o primeiro
caso foi diagnosticado em fevereiro de 2020, tendo atingido no final de 2021 a marca de

619.056 6bitos e mais de 22 milhdes infecgdes pelo SARS-CoV-2. O adoecimento maci¢o
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da populacdo e as medidas de isolamento implementadas repercutiram nio apenas no
contexto epidemioldgico e da assisténcia a saude. Impactou significativamente a
organizagdo social e as dimensdes econdmicas e politicas da vida da populacdo brasileira.
Ainda que mantido o funcionamento do CRL/IRR, houve significativa redu¢do no
encaminhamento de pacientes e descontinuidade da assisténcia dos casos em
acompanhamento, o que inevitavelmente reduziu a oportunidade para recrutamento de
participantes para esse estudo e impactou no acompanhamento dos pacientes apds

finalizado o tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Propor algoritmo diagnostico e recomendagdes de manejo individualizado para as
diferentes apresentacdes clinicas de leishmaniose tegumentar com acometimento mucoso

a serem incorporados pelo Sistema Unico de Saude (SUS).

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar aspectos demograficos, clinicos, laboratoriais e evolutivos capazes de
distinguir as diferentes apresentacdes clinicas observadas para leishmaniose
tegumentar com acometimento mucoso, a fim de propor uma classificagdo operacional

para a doenga.

2. Caracterizar as diferentes apresentagdes clinicas entre casos confirmados de
leishmaniose tegumentar com acometimento mucoso notificados em centro de

referéncia em Belo Horizonte, Minas Gerias;

3. Descrever a acuracia de testes de imunoensaio enzimatico comerciais e in house, de
imuno-histoquimica baseada anticorpos anti-peroxidoxina e da rea¢do em cadeia da
polimerase para o diagnostico de leishmaniose tegumentar com acometimento

mucoso;



29

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Distribuicio e morbimortalidade
A leishmaniose tegumentar (LT) possui ampla distribui¢do geografica, sendo uma das

principais doengas tropicais negligenciadas de importancia em satide publica e figura entre
as dez principais causas de invalidez nao fatal (BRASIL, 2017a; WHO, 2010). Das
diferentes formas clinicas causadas pela infec¢do humana por parasitos do gé€nero
Leishmania, a LT é a mais prevalente no mundo, sendo registrada em 88 paises e distribuida
em quatro continentes, Asia, Africa, Europa e América. Cerca de 95% dos casos de LT
ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central

(WHO, 2010).

Nas Américas, a Organizacdo Panamericana da Saide (OPAS) tem empreendido esforgos
para reunir dados de notificagdo de todos os paises através do sistema de notificagdo
regional (SisLeish — OPAS/OMS). De acordo com essa plataforma, entre 2001 e 2017,
dezessete paises notificaram 940.396 casos com a forma cutanea, mucosa ou mucocutanea

(OPAS, 2019b), com média anual de 55.317 casos (Figura 1).

Figura 1. Numero de casos de leishmaniose tegumentar na regio, sub-regioes e em

paises selecionados das Américas, 2001-2017.
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30

Aproximadamente metade dos casos de LT das Américas € registrada no Brasil, que
também se sobressai na regido pela robustez do sistema de vigilancia, garantido
principalmente pela obrigatoriedade da notificag@o para todas as formas de leishmaniose.
De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) do
Ministério da Saade, entre 2007 e 2019, foram registrados 270.361 casos de LT no Brasil,
sendo que em 16.225 (6%) deles a apresenta¢ao clinica indicada na ficha de notificacdo era
a forma mucosa. Além do conhecimento das principais caracteristicas demograficas da
populacdo acometida por leishmaniose, os bancos de registro de dados clinicos gerados
pelo sistema de vigilancia epidemioldgica no Brasil tém permitido importantes analises das
tendéncias temporal e espacial da doenca (PORTELLA; KRAENKEL, 2021), da
magnitude de sua morbidade (BEZERRA et al., 2018) e, mais recentemente, de inesperada

alta mortalidade relacionada a LT (SOUZA, 2018).

De acordo com a dissertacdo de Souza (2018), de um total de 126.103 casos de LT
notificados ao SINAN entre 2007 e 2014, 974 casos apresentaram desfecho fatal, uma taxa
de letalidade de 0,77%, muito acima da registrada no mesmo periodo, por exemplo, para
dengue (0,09%) e semelhante a letalidade de malaria fora da regido amazodnica, no ano de
2012 (0,8%), doencas de acometimento sist€émico e potencial letal bem conhecido. Nesta
analise, observou-se ainda que casos de LT notificados como forma mucosa tinham risco
de evolucdo para 6bito 1,7 vezes maior que casos com a forma clinica cutanea, o que a
define como um fator relacionado a ocorréncia de 6bito. Ainda sem uma explicacdo clara
para esta observacdo, algumas justificativas vém sendo especuladas, como a maior
probabilidade de complicagdo fatal pela proximidade da lesdo mucosa com o sistema
respiratorio, o que poderia estar associado ndo apenas a insuficiéncia respiratoria pelo
acometimento e obstru¢do da via aérea, mas também a infec¢do bacteriana secundaria.
Outro fator que poderia justificar a associagdo de acometimento mucoso com Obito ¢ a
maior média de idade dos pacientes acometidos. Neste sentido, o acometimento mucoso
seria marcador de um subgrupo com idade mais avancada, o que explicaria a maior
propensao a complicagdes clinicas e risco de morte. Por fim, a toxicidade ao tratamento
também desponta como uma possivel explicagdo para o 6bito, considerando que dentre
todas as formas de LT, a forma mucosa ¢ a que recebe a maior dose acumulada de
tratamento, na maioria das vezes, derivados de antimonio. Sao todas possibilidades cuja
influéncia na evolug¢do dos casos ndo se encontra ainda confirmadas. Sob a perspectiva

regional, a subnotificagdo de casos, incompletude dos registros e diferencas de
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terminologia entre os paises das Américas impede uma estimativa numérica fidedigna

sobre a magnitude do problema na regido.

3.2 Leishmaniose tegumentar no Brasil
Sete espécies de Leishmania sao responsaveis pela LT no Brasil, sendo seis pertencentes

ao subgénero Viannia: Leishmania braziliensis, L. guyanensis, L. lindeberg, L. lainsoni, L.
naiffi e L. shawi e uma pertencente ao subgénero Leishmania: L. amazonensis (LAINSON,

2010; TELES et al., 2013).

A L. braziliensis ¢ a espécie de maior prevaléncia entre as leishmanioses humanas no
Brasil, relacionada a acometimento cutaneo e de mucosas. Apresenta distribuicdo em todo
o territorio nacional, além de varios paises da América Central e do Sul (de Belize até a
Argentina), sendo provavel que nem todas correspondam exatamente a0 mesmo parasito,
tratando-se de fato de um complexo de subespécies (SOUZA; SOUZA; BOTELHO, 2012).
Existem poucas informagdes sobre seus hospedeiros silvestres, com relato de identificagdo
de parasitos semelhantes em roedores (Akodon spp., Proechimys spp., Rattus spp.,
Oryzomys spp. € Rhipidomys spp.) e no marsupial Didelphis spp. Cavalos, caes, jumentos
e até gatos apresentam-se como hospedeiros na transmissdo peri doméstica. (BASANO;

CAMARGQO, 2004; BRASIL, 2017)

Diversos fatores estdo envolvidos na determinacgdo das diferentes manifesta¢des clinicas
da doenca, como a espécie de Leishmania e a resposta imune do hospedeiro. No Brasil, a
classificacdo recomendada pelo Ministério da Saude (MS) divide a LT em trés diferentes
formas clinicas: leishmaniose cutdnea (LC), leishmaniose cutinea difusa (LCD) e

leishmaniose mucosa (LM) (BRASIL, 2017), assim caracterizadas:

o Leishmaniose cutdnea (podendo ser localizada ou disseminada): caracterizada
pela presenca de lesoes unicas ou multiplas acometendo o tegumento. Pode
apresentar-se com variado polimorfismo que vai desde as formas cutineas
ulceradas simples até as formas verrucosas, papulosas e impetigoides, associadas
ou ndo a lifadenopatia. Geralmente indolor, aparece no local da picada do vetor.

Caso ndo tratadas, as lesoes podem evoluir para a cura espontdnea em periodo de
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alguns meses a poucos anos, podendo também permanecer ativas por varios anos

e coexistir com lesoes mucosas de surgimento posterior.

o Leishmaniose cutanea difusa (LCD): apresenta como caracteristica a presenga de
lesoes papulosas, ndo ulceradas, disseminadas, que acometem varios seguimentos
corporais. Causada pela L. amazonensis estd associada a deficiéncia de

imunidade. Sdo consideradas formas raras e sdo refratdrias ao tratamento.

e Leishmaniose mucosa (LM): mais associada a L. (V). braziliensis nas Américas, é
caracterizada por lesoes destrutivas nas mucosas das vias aéreas superiores,
principalmente, sendo a forma cldssica de LM secunddria a lesdo cutinea. E
comum que pacientes com LM apresentem cicatriz indicativa de LC anterior. Pode
apresentar lesoes cutdnea e mucosa concomitantemente. Apresentam cardater
evolutivo, sendo mais frequente o acometimento nasal, podendo também ocorrer
formas orais, laringeais e até traqueais ou genitais. Costumam destruir o septo
nasal, conferindo aos doentes o aspecto conhecido como nariz de tapir ou de anta.
Sdo conhecidas nas Américas como “spundia” denomina¢do dada por Escomel,

1911.

3.3 Leishmaniose tegumentar com acometimento mucoso
Uma das dificuldades encontrada nos estudos da leishmaniose tegumentar com
acometimento mucoso ¢ a falta de uma definicao clara dos termos “leishmaniose mucosa”
e “leishmaniose muco-cutinea”. Empregados com significados distintos pelas diferentes
entidades de satide e na literatura em geral, a falta de padronizag¢do de terminologia pode
gerar evidéncias equivocadas usadas no enfrentamento da doenca. No quadro 1 estdo

descritos os diferentes conceitos utilizados pela OMS, OPAS e MS.



Quadro 1: Defini¢cées para leishmaniose mucosa adotadas pelas principais

autoridades em satide no Ambito nacional, regional e mundial
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Control of the leishmaniases:
report of a meeting of the
WHO Expert Commitee on
the Control of Leishmaniases,

2010 (WHO, 2010)

Leishmaniose mucosa: acometimento exclusivo de
mucosas, predominantemente nasal, de surgimento
tardio, em geral anos apds a ocorréncia de lesdes de

pele.

Manual de procedimentos
para vigilancia e controle de
leishmanioses nas Américas
da Organizacao
Panamericana da Saude

(OPAS, 2019a)

Leishmaniose mucosa ou mucocutanea: complicacao
de metastase, por via hematogénica ou linfatica, de
lesdo de pele distante, ou mais raramente, através da
extensdo para as membranas mucosas de lesdo na face

ou pela picada direta do vetor na membrana mucosa.

Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar
Americana / Ministério da
Saude do Brasil, 2017
(BRASIL, 2017)

Leishmaniose mucosa se expressa por lesdes
destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas
superiores. A forma cldssica de LM ¢ secundaria a

lesdo cutanea.

Em meio a auséncia de uma definicdo comum, universalmente aceita, a reunido de dados

acurados da morbi-letalidade da leishmaniose com comprometimento mucoso ¢

compreendida como a primeira etapa de enfrentamento do problema, o que justifica um

esfor¢o de notificacdo e andlise critica.

Segundo a (OPAS (2019), a média de pacientes com algum acometimento mucoso nas

Américas € de 3,94%, estavel desde 2012, sendo cinco paises responsaveis por 86,5% dos

casos: Bolivia, Brasil, Colombia, Paraguai e Peru. Percentual similar de casos com

acometimento mucoso ¢ descrito no Brasil, estimado pela OPAS em 4,3%, em 2019

(OPAS, 2020). Dependendo do periodo e da fonte, variagdes na estimativa do

comprometimento mucoso sao frequentes e se devem em grande parte a inexisténcia de

uma defini¢do clara do que seja a forma mucosa da leishmaniose.
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Em todo o mundo, leishmaniose com acometimento mucoso estd descrita por L.
panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis, L. major, L. tropica e L. infantum, entretanto,
¢ mais comumente associada a L. braziliensis, espécie restrita a América do Sul. Para as
demais espécies, o achado ¢ considerado uma manifestacdo de ocorréncia excepcional
(REITHINGER et al., 2007). Entretanto, sdo poucos sdo os estudos que caracterizaram do
ponto de vista etioldgico pacientes com comprometimento mucoso, o que também carece
de aten¢do. Como exemplo, no Peru, 69% dos casos de LT com lesdes em mucosa estavam
relacionados & L. braziliensis. Este mesmo estudo identificou cepas hibridas de L.
braziliensis e L. peruviana entre os casos, levantando a possibilidade de mais espécies
causando doenca mucosa na regido (NOLDER et al., 2007). Na regido amazonica do Brasil,
GUERRA e colaboradores (2011) também chamaram atencdo para ocorréncia de

leishmaniose mucosa por L. guyanensis, 35% dos casos de uma série.

3.3.1 Leishmaniose com acometimento mucoso e o virus de RNA de Leishmania spp.
Ha alguns anos, a presenca de um RNA virus de comportamento endo simbidtico,
denominado Leishmania virus 1 (LRV1), foi inicialmente identificado em L. guyanensis e
posteriormente descrito em outras espécies de Leishmania, incluindo L. braziliensis
(SALINAS et al., 1996). A seguir, a presenca do LRV1 foi descrita em fragmento de tecido
de pacientes com a forma mucosa da leishmaniose, sugerindo a participagdo da coinfeccao
como possivel fator relacionado a gravidade e extensdo das suas manifestagdes
(CANTANHEDE et al., 2015). No mesmo sentido, principalmente o LRV1, tem sido
estudado como um fator de viruléncia para a LT, sendo relacionado a metéstase das lesdes,
a uma maior chance de desenvolvimento de leishmaniose com acometimento mucoso e
lesdes de pele concomitantes, estando associado a falhas terapéuticas e persisténcia do
parasito, aumentando as chances de recidiva (BOURREAU et al., 2016; OLIVIER, 2011).
Segundo estes estudos, o LRV atuaria como um fator de viruléncia interferindo na ativacao
do inflamossoma NLRP3, importante modulador pro-inflamatdrio nos estagios iniciais da
infeccgdo, levando a eliminagdo ineficaz do parasito nos tecidos. A inibi¢ao da ativacao do
inflamassoma parece ocorrer por um mecanismo dependente do receptor TLR3 (7o//-like-
receptor 3), o qual ¢ reconhecido pelo LRV no compartimento endossomal. A cascata de
sinalizacdo celular desencadeada pela ativacdo de TLR3 induz a via autofagica em
macrofagos infectados, promovendo a degradacio de NLRP3 e limitando,
consequentemente, a ativagdo do inflamossoma NLRP3 (DE CARVALHO etal., 2019). A

propriedade “anti-inflamatoria” do LRV associado a Leishmania pode resultar em uma
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manifestacdo silenciosa desses parasitos no hospedeiro, contribuindo para o

desenvolvimento da doenga cronica de longa duragdo (OLIVIER; ZAMBONI, 2020).

Embora muitos trabalhos relacionem o LRV1 ao aumento da viruléncia, ainda ha poucos
dados epidemiologicos sobre assunto, visto que a frequéncia do virus ainda é pouco descrita
em amostras clinicas. No geral, todos os estudos concordam que a gravidade e a
cronicidade da doenga ndo podem ser associadas somente a presenca do LRV1. Da mesma
forma, a presenga do virus por si s6 ndo seria suficiente para modular a resposta imune,
sendo hipotetizada uma relagdo direta do risco com a carga viral (CANTANHEDE et al.,
2015; HARTLEY et al., 2014; PEREIRA et al., 2013).

3.3.2 Aspectos clinicos da leishmaniose com comprometimento mucoso:
manifestacoes
As lesdes em mucosas se apresentam como ulceras com potencial destrutivo-perfurante ou

sdo infiltrativas e vegetantes. GUIMARAES e colaboradores (2005) descreveram que
clinicamente, a leishmaniose mucosa acomete, preferencialmente, o nariz e se caracteriza
por coriza, obstru¢do nasal e, em situagdes mais avancgadas, presenca de odor fétido. As
lesdes atingem o septo cartilaginoso nasal e podem se estender para a parede lateral e
assoalho, regido do palato, Givula e, em menor frequéncia, ocorre envolvimento da faringe,
laringe, cordas vocais e labio superior, com graus diversos de infiltracdo, granulacdo e
ulceracdo. O septo nasal cartilaginoso ¢ tradicionalmente reconhecido como o local mais
frequentemente acometido (CASALLE et al., 2020), e muito raramente, mucosa genital
(CABELLO; CARABALLO; MILLAN, 2002) e ocular (VERALDI et al., 2010) podem
também ser afetados. Nos casos mais cronicos e graves, pode haver comprometimento de
estrutura ¢ssea adjacente, deformidades nas vias digestivas e aéreas, com transtornos na
degluticao, fonacdo e respiracdo, além de dano estético capaz de gerar estigmatizagdo e
impacto emocional. Existem ainda alguns relatos de dbito em func¢do de complicagdes

respiratdrias (CRUZ et al., 2016; MARSDEN, 1986; PESSOA; BARRETO, 1948).

A evolugdo tipica da doenga se inicia como uma nodulacdo esbranquigada sem ulceracgao,
habitualmente observada no septo cartilaginoso (area de Kiesselbach), assoalho e na parede
lateral dos cornetos nasais. Posteriormente, aparece uma lesdo granulosa fina, caracterizada
por ulceragdo superficial, do septo anterior, conchas inferiores e assoalho da fossa nasal. A

seguir, no estagio de ulceragdo profunda, a reacdo tecidual ¢ mais intensa, com tecido de
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granulagdo aberrante e infiltragio da mucosa, tornando o septo nasal alargado. As vezes,
ocorre infiltracdo edematosa da propria piramide nasal. Nessa fase, crostas hematicas
podem ser observadas sobre o septo, conchas inferiores e assoalho das fossas nasais. Essas
lesdes se caracterizam pela excessiva fragilidade, sangrando com muita facilidade ao toque
da mucosa. O paciente pode queixar-se de sensacdo dolorosa na piramide nasal, rinorreia
de caracteristica sanguinolenta e emissdo de crostas hemadticas. Obstru¢do nasal ¢ um
sintoma frequente nessa fase da doenga. Externamente, em virtude do processo
inflamatorio que envolve as cartilagens e o tecido celular subcutaneo e a propria pele da
base da pirdmide nasal, o nariz adquire o aspecto conhecido pelo nome de nariz de tapir ou
anta. Finalmente, nas fases avancadas da doenca ocorre envolvimento cartilaginoso do
septo anterior com necrose e, as vezes, comprometimento da columela. E nesse estagio que
se estabelece a perfuragdo do septo cartilaginoso, também com infiltracdo acentuada do
septo posterior. Nos casos mais graves, pode ocorrer destruicao total da columela e queda
da ponta do nariz, transformando a fossa nasal numa verdadeira cloaca, as vezes, com
perfuracdo do dorso da piramide nasal. Em alguns casos pode ocorrer destruicao total do
septo anterior, restando ainda a columela inteira, ficando o nariz selado. Crostas extensas
de aspecto hemorragico ou mesmo decorrentes do ressecamento da secrecdo mucosa
provocada pelo alargamento da estrutura nasal interna, podem ser observadas em
consequéncia da lesdo tecidual, representada pela destrui¢do do septo cartilaginoso e
conchas inferiores. A intensidade do processo inflamatorio e a consequente destruicao

tecidual podem, portanto, interferir de forma significativa na estética do nariz.

3.3.3 Aspectos clinicos da leishmaniose com comprometimento mucoso: diagnostico
O diagnostico da leishmaniose com acometimento mucoso traz desafios adicionais aos ja

enfrentados para o diagndstico da forma cutanea da doenca, em fungdo da natureza
inflamatoria preponderante do dano tissular e da ja reconhecida escassez parasitaria na
lesdo, dificultando o diagndstico definitivo que idealmente exige a demonstracao do agente
infeccioso. Esta dificuldade justifica o grande percentual de casos notificados no Brasil por
critérios clinico-epidemiologicos, o que, segundo dados de vigilancia, ocorreu em 25% dos
casos entre 2012 e 2018 (DATASUS). Trata-se de constatagdo preocupante: a nao
confirmacdo da etiologia do acometimento mucoso impacta diretamente a seguranca € o
prognoéstico do paciente, em funcdo da existéncia de diversas outras doencas que podem

cursar com lesdes mucosas indistinguiveis da leishmaniose, tais como linfoma,
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paracoccidioidomicose, hanseniase, sifilis, vasculites, dentre outras (BRASIL, 2017a;
DINIZ; COSTA; GONCALVES, 2011; MARSDEN, 1986; WHO, 2020), exigindo

tratamento inteiramente diverso.

Apesar dos avancos cientificos e tecnoldgicos da imunologia e da biologia celular, o
diagnostico da leishmaniose com acometimento mucoso ainda apresenta lacunas
importantes. Mesmo em centros urbanos com acesso a recursos diagnosticos, nenhum teste
ocupa hoje a posi¢do de padrdo ouro para o diagnostico da doenca, reunindo além de
acurdcia, nivel adequado de padronizagcdo e acessibilidade aos pacientes. Na rotina
laboratorial, técnicas parasitologicas, moleculares e soroldgicas sdo usadas na tentativa de

minimizar a deficiéncia de cada uma isoladamente.

3.3.3.1 Diagnostico parasitoldogico
Os exames parasitologicos compreendem pesquisa microscopica do parasito por exame

direto de espécimes clinicos ou por sua detecgdo em meio de cultivo.

Na leishmaniose tegumentar de modo geral, a pesquisa direta pelo parasito ¢ feita por meio
da visualizacdo em microscopio de esfregacos produzidos a partir de bidpsias, escarificagdo
ou pungado aspirativa da borda das lesdes, corados com Giemsa ou hematoxilina-eosina, o
que permite a visualizacdo das formas amastigotas do parasito. Especificamente para a
investigacao de lesdes mucosas, diversos estudos nas Américas revelaram sensibilidade do
exame direto por aposicao (“imprint”), realizado com fragmento colhido por bidpsia de
lesdao mucosa, em torno de 9 a 30% (DE MELLO et al., 2011; FABER et al., 2003;
GALLUZZI et al., 2018; NAMAZI et al., 2021; SCHUBACH et al., 2001).

J& o cultivo de parasitos presentes no fragmento de mucosa em meio axénico in vitro em
meio NNN (McNeal, Novy, Nicolle) enriquecido com LIT (Liver infusion triptose) pode
aumentar a sensibilidade do diagndstico parasitoldgico, mas a técnica tem custo elevado e
pode requerer até quatro semanas para definicdo diagnodstica. No entanto, as maiores
desvantagens do cultivo para o diagndstico da leishmaniose com acometimento mucoso
sdo baixa sensibilidade, variando de 0% a 30%, a necessidade de estrutura laboratorial com
instalacdes para cultivo e a possibilidade de contaminagdo por bactérias ou fungos, que ¢é

comum (GOTO; LINDOSO, 2010; MUVDI-ARENAS; PEDRAS, 2002a).
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O exame histopatologico de fragmento de mucosa pode confirmar o diagnostico de
leishmaniose pela observagao do parasito no tecido ou apenas sugeri-lo, diante da presenca
de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario tendendo a formar granulomas. Mesmo que
ndo seja suficiente para confirmar leishmaniose, a avaliagdo histologica é frequentemente
util na busca pela confirmagdo de outras doencas com sintomatologia similar a
leishmaniose, como por exemplo, infec¢do por Paracoccidioides brasiliensis ou doencas

neoplésicas.

Como ferramenta complementar durante o exame histologico, a técnica de imuno-
histoquimica (IHQ), descrita por (COONS; CREECH; JONES, 1941) permite demonstrar
presenca e localizacdo de determinado antigeno em cortes histologicos, através do uso de
anticorpos especificos que, apds revelacdo, produzem coloragio visivel ao microscopio
optico. AMATO e colaboradores (1998), avaliando 15 pacientes com leishmaniose
mucosa, encontrou 100% de positividade para a técnica de IHQ utilizando anticorpos
policlonais obtidos da inoculacdo de L. amazonenses em hamster. Um estudo realizado em
Minas Gerais e Sao Paulo por SANCHEZ-ROMERO e colaboradores (2019) encontraram
positividade de 82,3%, em pacientes com leishmaniose com acometimento mucoso,
também utilizando anticorpos policlonais. FREIRE (2021), utilizando anticorpo
monoclonal anti-peroxidoxina, encontrou 85,7% de sensibilidade e 97,3% de
especificidade em amostras de pele em pacientes com leishmaniose cutdnea. Até o
momento, ndo foram publicados estudos avaliando o desempenho da IHQ com anticorpos

monoclonais em pacientes com leishmaniose com acometimento mucoso.

3.3.3.2 Diagnostico molecular
O desenvolvimento dos métodos moleculares, em especial a reagdo em cadeia da

polimerase (PCR), seja em sua forma convencional (cPCR) ou em tempo real (QPCR) para
a confirmagao da infec¢@o por Leishmania spp. tem representado avango no diagndstico da
leishmaniose com comprometimento mucoso (GOMES et al., 2015). A experiéncia
acumulada até agora confirma tratar-se de ferramenta sensivel e especifica, dependendo do
alvo génico escolhido (DISCH et al., 2005; GOMES et al., 2017; MESA et al., 2020;

PIRMEZ et al., 1999). Porém, o exame ainda ¢ considerado de alto custo e dependente de
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infraestrutura laboratorial sofisticada, o que reduz a sua aplicagdo de forma descentralizada

na maioria dos paises endémicos.

Além do alto desempenho diagnodstico, a técnica molecular representa uma das
possibilidades para a identificagdo das diferentes de espécies de Leishmania, o que foi
estabelecido através da técnica PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
(MUVDI-ARENAS; OVALLE-BRACHO, 2019). A técnica ¢ baseada em PCR multiplex,
ou seja, sequenciamento genético do fragmento amplificado para diferentes espécies
(HARRIS et al., 1998; SAGI etal., 2017). Mais recentemente, a analise de curva de Melting
de alta resolu¢do (QPCR HRM) vem sendo incorporada para auxiliar o diagndstico
(GOMES et al., 2017) e discriminar subgénero e algumas espécies (GALLUZZI et al.,
2018; NAMAZI et al., 2021).

Entre os alvos mais utilizados para o diagnéstico da LT, estdo diferentes regides do mini-
circulo de DNA do cinetoplasto (kDNA), sensibilidade maior que 94% para LT
(PIRMEZ et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002; ROMERO et al., 2001). Outros alvos
como o espagador interno transcrito 1 (ITS1, Internal transcribed spacer), genes da
subunidade menor do RNA ribossomal (SSU rRNA, small subunit ribosomal ribonucleic
acid) também sdo amplamente utilizados (AL-JAWABREH et al., 2006; MEREDITH et
al., 1993; VAN EYS et al., 1992). Com objetivo de identificar espécies de Leishmania,
a clivagem enzimatica de regides do gene hsp70 com enzima de restri¢do Haelll, tem se
mostrado capaz de distinguir todas as espécies de Leishmania patogénicas circulantes no
Brasil (DA SILVA et al., 2010). Entretanto, estas técnicas moleculares sdo complexas e de
alto custo e ainda necessitam de padronizagao, estando restritas a centros de referéncia e

pesquisa.

Um avango entre os métodos moleculares foi o desenvolvimento da técnica de amplificagdo
isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP, loop-mediated isothermal amplification).
Trata-se de uma técnica de amplificacdo isotérmica, realizada entre 60-65°C, que utiliza
no minimo dois pares de iniciadores e o produto da reagdo pode ser detectado visualmente
(NOTOMI et al., 2000). Foi avaliada pela primeira vez para o diagnostico da LC em 2010,
utilizando como alvo DNA ribossémico (rDNA) 188, tendo apresentado sensibilidade de
94% (ADAMS et al., 2010). A partir deste estudo, outros alvos foram testados, tais como

18S rDNA e kDNA, o que permitiu a producao do kit comercial Loopamp™ Leishmania
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Detection (Eiken Chemical Co. Tokyo, Japan). Na etapa de validagdo, o kit apresentou
95% de sensibilidade e 86% de especificidade para o diagndstico laboratorial da LC
(ADAMS et al., 2018), em infec¢do por L guyanensis. Posteriormente, o desempenho deste
kit foi avaliado em pacientes do Suriname e do Afeganistdo usando coleta de material por
escovado, com sensibilidade e especificidade variando entre 84,8 e 93,4% e entre 42,9 ¢
94,1%, respectivamente (SCHALLIG et al., 2019; VINK et al., 2018). Com a infec¢ao
causada por L. brazilensis, até o momento, apenas um estudo avaliou o desempenho do
LAMP entre pacientes com a forma cutdnea da leishmaniose na Colombia, com
sensibilidade de 100% e especificidade de 91% em comparagdo com a PCR (LEON et al.,
2018). Nao ha dados de desempenho na avaliagdo diagndstica da forma mucosa e, no

Brasil, ainda nao existe nenhum kit comercial baseado na técnica de LAMP.

3.3.3.3 Diagnostico imunoldgico

Entre os métodos imunologicos, incluem-se a Intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) e
testes soroldgicos que, em geral, sdo baseados na reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e ensaio de imunoabsor¢ao enzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immunono Sorbent
Assay). Estes testes seriam, em tese, potencialmente uteis pela resposta humoral observada

na leishmaniose com comprometimento mucoso.

A IDRM ¢ um teste de hipersensibilidade tardia, produzida em resposta a inoculagdo de
antigeno total de Leishmania spp. na derme do antebraco. O teste ¢ de facil aplicagdo e a
leitura € realizada ap6s 48 ou 72 horas, considerada positiva quando ha uma induracao igual
ou superior a cinco milimetros (MONTENEGRO, 1926). Segundo observagdes de algumas
séries de casos, o teste possui positividade entre 70 e 100% entre acometidos com a forma
mucosa da leishmaniose (OLIVEIRA et al., 2005; SHAW; LAINSON, 1975) podendo se
apresentar negativo em pacientes com lesdes recentes e em pacientes imunossuprimidos
(CUBA et al., 1984). Resultados falso-positivos sdo observados em individuos residentes
em areas com alta transmissao de leishmaniose, pacientes com outras infecgdes parasitarias,
como doenga de Chagas e pacientes tratados ha mais de um ano (GOMES et al., 2014;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; REED, 1996; SASSI et al., 1999; SKRABA et al., 2015).
De baixo custo e facil execucdo, o método vinha auxiliando o diagnostico de leishmaniose
com comprometimento mucoso nos ultimos anos, até a interrup¢do de sua produgdo em
2015, em fungdo das exigéncias legais para sua fabricagdo que ndo puderam ser alcangadas

pelo tnico laboratorio produtor no Brasil (BRAZ, 2019).
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A marcante dificuldade de confirmacao etiologica entre pacientes com leishmaniose com
comprometimento mucoso torna a busca por um marcador soroldgico ainda mais
justificada (GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012). Apesar da limitag¢do inerente a todo
método baseado na pesquisa de anticorpos - ndo distinguir infec¢des passadas de doenga
ativa e nem a exposicdo a diferentes espécies (BRITO et al., 2000; DE PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015; ROMERO, 1998), varias plataformas e antigenos tém sido
explorados no diagnostico das diferentes formas clinicas da leishmaniose tegumentar, com
resultados varidveis (BRITO et al., 2000; FREIRE et al., 2021). Uma das grandes
dificuldades enfrentadas pelos pesquisadores tem sido a escolha da preparacdo antigénica
ideal para compor os testes soroldgicos, considerando a variedade existente de espécies de
Leishmania e a dificuldade de se identificar antigenos que resultem em alta sensibilidade e
especificidade simultaneamente. ZANETTI et al. (2019), em revisdo sistematica,
observaram que ELISA utilizando antigenos recombinantes mostraram alta sensibilidade
(93,8% -100%) e especificidade (82,5-100%), apresentando melhores desempenhos
diagnodsticos que os ELISA baseados em antigeno soluvel (1-97,4% e 57,5-100%,

respectivamente).

Utilizando a metodologia ELISA, BARROSO-FREITAS e coltaboradores (2009)
avaliaram o desempenho dos antigenos de L. braziliensis e L. major-like em 20 amostras
de pacientes com a forma mucosa (exclusiva e com lesdo de pele concomitante) da
leishmaniose, e a positividade do ELISA usando o antigeno de L. braziliensis foi de 100%,
enquanto L. major-like, de 75%. JUNQUEIRA PEDRAS e colaboradores (2003),
utilizando antigeno soluvel de L. braziliensis, também com ELISA, encontraram 95% de
sensibilidade e 71% de especificidade em 19 amostras de pacientes com leishmaniose com

acometimento mucoso exclusivo.

Atualmente, existe um interesse crescente na identifica¢do e caracterizagdo de antigenos
purificados, recombinantes ou até mesmo peptideos que apresentem propriedades
antigénicas e que possam ser utilizados para aumentar a sensibilidade e a especificidade
dos testes sorologicos no diagnoéstico da LT, recentemente revisados por FREIRE et al.,
(2021). Visando identificar potenciais candidatos, diferentes metodologias t€ém sido

empregadas, tais como ferramentas de protedmica e imuno-protedmica (DUARTE et al.,
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2015a; LIMA et al.,, 2017), técnicas de exibicdo de fagos (COSTA et al., 2016) e
ferramentas de bioinformatica (MENEZES-SOUZA et al., 2014a, 2014b).

3.4 Aspectos clinicos da leishmaniose com comprometimento mucoso: tratamento
Em relagdo a abordagem terapéutica, de acordo com revisdo sistematica realizada por

Amato e colaboradores (2007), os antimoniais pentavalentes sdo as drogas mais utilizadas
para o tratamento da leishmaniose com acometimento mucoso nas Américas, seguidos pela
anfotericina B e outros medicamentos cuja eficdcia descrita e experiéncia acumulada sdo
significativamente menores, tais como as aminosidinas, azoles, alopurinol e imunoterapia.
Segundo esta revisdo, a resposta terapéutica aos antimoniatos pentavalente foi de 67%. A
comparagdo de eficacia entre as duas formulagdes de antimonio, antimoniato de meglumina
(AM) e estibugluconato de soédio (SS), este ultimo ndo disponivel no Brasil, revelou
diferenca significativa (88% para AM versus 51% para SS, p< 0.05), sendo que todos os
estudos que avaliaram a formulagdo meglumina foram realizados no Brasil, enquanto o
estibugluconato foi avaliado no Peru e Panama. Por sua vez, ainda que faltem estudos
prospectivos e comparativos sustentando o uso das formulagdes lipidicas de anfotericina B
para o tratamento das vérias apresentagdes com comprometimento mucoso, o niimero de
relatos de resposta clinica com o uso destes medicamentos vem aumentando, com
resultados bastante promissores (CUNHA et al., 2015a; SAMPAIO; MARSDEN, 1997;
SANTOS et al., 2019).

A evidéncia para a combinagdo de drogas ou o uso de terapia adjuvante no tratamento da
leishmaniose com lesdo mucosa ¢ ainda limitada. Ha alguns anos, MACHADO e
colaboradores (2007) demonstraram em ensaio clinico randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, que a pentoxifilina, um inibidor do fator de necrose tumoral o
(TNF-a), em combinagdo com AM acelerou significativamente o tempo de cura da doenca.
Além disso, neste estudo, os pacientes com a doenga mucosa que foram tratados com esta
combinagdo apresentaram uma taxa de 100% de cura com um ciclo de tratamento, em

comparagdo com uma taxa de cura de 58% observada no grupo controle.

Experiéncia clinica com a anfotericina B no tratamento da forma mucosa da leishmaniose
vem sendo aumentada nos ultimos anos. Existem ao menos duas séries retrospectivas de

casos com a forma mucosa tardia no Brasil, reunindo aproximadamente 60 pacientes,
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descrevendo taxa de cura com a formulagdo lipossomal da anfotericina B entre 80 e 93%

(CUNHA et al., 2015b; SANTOS et al., 2019).

Em relacdo as alternativas terapéuticas, a experiéncia no tratamento da leishmaniose
mucosa tardia ¢ ainda mais escassa. Para a miltefosina, taxa de cura foi estimada em 70%
na Bolivia (SOTO et al., 2009). Por sua vez, a taxa de cura entre pacientes com lesdo nas
mucosas ¢ lesdes cutaneas concomitantes variou de 58 e 83 (FRANKE et al., 1994;
MACHADO; PENNA, 2012; SOTO et al., 2007). No Brasil, um pequeno estudo
comparando miltefosina com AM ndo identificou diferenca entre as intervengdes, sendo
11 de 12 pacientes que receberam miltefosina foram considerados curados aos seis meses
(SAMPALIO et al., 2019). Com poucos casos com comprometimento mucoso reunidos,
revisdo sistematica realizada por GALVAO; RABELLO; COTA, (2017) concluiram que
ndo hé evidéncias suficientes para apoiar o uso de terapia azolica para nenhuma forma da

LT.

No Brasil, de acordo com o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar (BRASIL,
2017), a recomendagdo como primeira escolha para o tratamento da leishmaniose com
acometimento mucoso ¢ o AM em esquema de 20mg/kg/dia por 30 dias, por via
intramuscular (IM) ou endovenosa (EV), preferencialmente associado a pentoxifilina na
dose de 400 mg, trés vezes ao dia durante 30 dias. Porém, o documento com as
recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil ndo esclarece se a indicagdo se aplica a
todo paciente com alguma lesdo mucosa ou apenas aos casos com doenga mucosa
exclusiva, como aparentemente ¢ a maior parte dos pacientes avaliados nos estudos
originais que sustentam estas recomendagdes. Salienta-se a toxicidade reconhecida da
droga, especialmente pancreatica, hepatica e cardiaca, esta ultima a mais letal e agravada e
pela frequente presenca de comorbidades no grupo de pacientes com idade mais avangada,
tipicamente acometido pela forma mucosa isolada da doenca. Em fungao desta toxicidade,
os antimoniais sdo contraindicados em gestantes, pacientes com idade acima dos 50 anos,
transplantados e com cardiopatias, nefropatias, hepatopatias, além de pacientes que facam
uso cronico de medicamentos que prolonguem o intervalo QTc (BRASIL, 2017). Sao todas
condi¢des reconhecidas no Brasil como indicagdes para o uso de anfotericina B lipossomal.
O protocolo recomendado ¢ 3-4 mg/kg/dia por infusdo venosa, em dose Unica didria, sem
limite de dose maxima didria até atingir a dose total de 30 a 40 mg/kg (BRASIL, 2017).

Pela escassez de evidéncia cientifica reunida até agora, apesar de contar com aprovagao da
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Comissio Nacional de Incorporagio de Tecnologias no Sistema Unico de Saude
(CONITEC) (BRASIL, 2018), ter sido recentemente incorporada no Brasil para o
tratamento de qualquer forma de leishmaniose tegumentar, a miltefosina ainda nao esta
listada no guia terapéutico do Ministério da Satilde como uma das opgdes de primeira linha

para tratamento da forma mucosa da leishmaniose.

3.5 Diferentes classificacées para leishmaniose tegumentar com acometimento
mucoso
O acometimento mucoso na leishmaniose tegumentar pode se manifestar com diferentes

apresentacdes clinicas. O quadro classico ¢ a presenca de lesdo nasal isolada, ocorrendo
anos apoOs a doenga cutdnea. Entretanto, formas clinicas nas quais lesdo de pele esta
presente, de forma concomitante a lesdo em mucosa, contigua ou ndo, também integram o
espectro clinico da doenga com acometimento mucoso. Esta ampla gama de apresentacgdes
ndo ¢ discutida ou diferenciada nos manuais de recomendacao de manejo da doenga, nem
nos sistemas de notificagdo e vigilancia epidemioldgica, apesar da existéncia de varias

tentativas de classificacdo da forma mucosa de leishmaniose, apresentadas a seguir.

Sem atrelar a um manejo clinico especifico, a classificagdo adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (MS) (BRASIL, 2017) ¢ clinica ¢ divide os casos com acometimento
mucoso de acordo com sua evolucdo temporal, tendo como referéncia a lesdo cutanea, sua
localizagdo e cronologia do surgimento de lesdes, informagdes muitas vezes indisponiveis.
Ainda assim, as seguintes defini¢cdes sdo apresentadas no guia produzido pelo MS do
Brasil:

o Forma mucosa tardia: forma mais comum da doenga, pode surgir até
varios anos apos a cicatriza¢do da forma cutanea sendo, frequentemente,
relacionada a existéncia de lesoes cutaneas multiplas e de longa duragdo,
que curam espontaneamente ou que foram tratadas de forma insuficiente.

o Forma mucosa sem lesdo cutinea prévia: quando a lesdo mucosa se
apresenta clinicamente isolada, sem evidéncias da ocorréncia de lesoes
cutaneas previas. Este quadro pode estar associado a existéncia de lesoes
pequenas com pouco destaque, sem deixar cicatrizes perceptiveis.

o Forma mucosa concomitante: quando se tem, ao mesmo tempo, lesoes ndo

contiguas dos tipos cutdnea e mucosa.
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o Forma mucosa contigua: decorrente da evolugdo direta da lesdo cutdnea,
podendo estar ou ndo apresentando sinais de atividade no momento do
diagnostico.

o Forma mucosa primdria: decorrente da picada direta do vetor nas

mucosas do paciente.

Outras classificagdes se baseiam no aspecto histologico, avaliando extensdo e intensidade
da inflamacao tecidual (FRANKE et al., 1990; GUERREIRO et al., 2000). De modo geral,
sdo classificagdes pouco uteis na abordagem do paciente, pela grande sobreposicio entre
as vdrias apresentagdes clinicas, auséncia de correlagdo prognostica e dificuldade de

operacionalizac¢do de seu uso. Seguem quatro propostas de classificacdo ja elaboradas:

A primeira foi proposta por AZULAY (1960) e se baseava na premissa de que a fase inicial
da doenga era caracterizada histopatologicamente por processo exsudativo agudo e que, na
fase tardia, surgia granulomas tuberculdides:

o Inflamagdo exudadativa aguda;

o Inflamagdo predominantemente histiocitaria;

o Inflamacgdo histiocitolifocitaria difusa com nichos epitelioides;

o Inflamacgdo histiocito-linfocito-plasmocitaria;

o Granuloma gigantocitario;

e  Granuloma tuberculoide;

e Granuloma histiocitario lepromatoide.

Em 1980, RIDLEY e colaboradores apresentaram outra classificacdo histoldgica aplicavel
para as formas cutdnea e mucosa da leishmaniose, incluindo cinco padrdes distintos:

e Grupo I: Derme quase normal, exceto pela presenga das manchas de degeneragdo
de colageno;

e Grupo II: Processo necrotizante mais grave que no grupo I;

o  Grupo III: Infiltrado inflamatorio acentuado sem necrose ou granuloma;

o Grupo IV e V: Presenga de células epitelioides e células gigantes.

Posteriormente, a partir de um estudo histopatolégico de 162 pacientes procedentes da

Bahia com comprometimento cutineo e mucoso por leishmaniose, MAGALHAES e
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colaboradores (1986) propuseram uma classificagao histologica baseada nas caracteristicas

morfologicas e possivel correlagdo clinico-evolutiva da doenga:

Reacgdo exsudativa celular: infiltrado histioplasmocitario com propor¢oes
celulares que tendem para a equivaléncia;

Reagdo exsudativa e necrotica: necrose tissular de amplitude e forma
variaveis, associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmocitadrio;

Reagdo exsudativa e necrotico-granulomatosa: reac¢do granulomatosa
desorganizada nas proximidades de drea de necrose tissular, com vasculite
aguda menos frequente, no seio do infiltrado histiolinfoplasmocitario;
Reacgdo exsudativa e granulomatosa: reagdo granulomatosa desorganizada
isolada no seio do infiltrado histiolinfoplasmocitario;

Reagdo exsudativa e tuberculdide: reagdo granulomatosa epitelidide

organizada em tubérculos no centro do infiltrado histiolinfoplasmocitario.

Em 1991, BITTENCOURT e BARRAL, a partir das classificagdes de Ridley (1980) e

Magalhaes (1986), propuseram uma classificagdo simplificada, resumida em trés padrdes

histolégicos:

L. Infiltrado inflamatorio de células plasmaticas, linfocitos e macrofagos e,
auséncia de células epitelioides gigantes;

1. Presenca de células gigantes e/ou epitelidides, em associagdo a infiltrado
inflamatorio;

III. Presenca de granuloma bem circunscrito com células epitelidides ou

gigantes, associado ou ndo aos outros dois padroes.

Neste trabalho, os autores concluem que os padrdes histopatoldgicos ndo representam

estdgios evolutivos da LT, ndo podendo, dessa forma, ser correlacionados com o

progndstico e a resposta ao tratamento, como até entdo se defendia.

Com énfase nas manifestagdes clinicas e buscando identificar marcadores progndsticos,

novas classificagdes foram propostas com o objetivo de harmonizar defini¢des em estudos

clinicos. Em 1997, LLANOS-CUENTAS e colaboradores propuseram estratificagdo da
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leishmaniose com comprometimento mucoso isolado tardio em trés grupos de gravidade

baseada na combina¢dao de localizacdo das lesdes e intensidade de sintomas, descrita a

seguir:

Forma leve: quando o acometimento é exclusivamente nasal;

Forma moderada: quando outra mucosa, aléem da nasal, estd acometida,
sendo os sintomas odinofagia, disfonia e dispneia sdo leves,

Forma grave: quando outra mucosa, além da nasal, esta acometida e os

sintomas odinofagia, disfonia e dispneia sdo considerados intensos.

Por sua vez, a grande limitacdo desta classificacdo é ndo ser aplicavel para a doenca sem

comprometimento nasal. Por fim, existe ainda a classificacdo baseada na extensao e no tipo

de acometimento mucoso observado ao exame otorrinolaringologico, proposto por LESSA

e colaboradores (2012).

Nodulagdo sem ulceragoes: doenga no estadio I, na qual os pacientes
podem ser assintomdticos ou apresentar sintomas discretos, como coriza
sanguinolenta ou eventual obstrug¢do nasal;

Ulceragoes superficiais: doenca no estagio II, na qual os pacientes podem
se queixar de rinorreia sanguinolenta e obstrucdo nasal;

Ulceragoes profundas: doenga no estagio IlI, na qual os pacientes podem
se queixar de sensagdo dolorosa na pirdmide nasal. Rinorreia
sanguinolenta, descarga de codgulos sanguineos e obstrug¢do nasal sdo
comuns nesta fase da doenga. Em alguns casos, a infiltra¢do edematosa da
piramide nasal pode ser observada;

Perfuracdo septal: doenca no estagio 1V, na qual os pacientes podem se
queixar de rinorreia sanguinolenta, de descarga de codgulos sanguineos e
obstrucdo nasal,;

Destruicdo da arquitetura nasal e alteragdo de estruturas faciais: doenca
no estagio V, na qual os pacientes apresentam processo inflamatorio
intenso, onde a subsequente destrui¢do de tecidos pode interferir com a
estrutura facial de forma significativa. Além de rinorreia sanguinolenta, da
descarga de codgulos sanguineos e obstrugdo nasal, o paciente pode

apresentar destrui¢do da arquitetura nasal.
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Em sintese, as tentativas de classificacdo da leishmaniose com acometimento mucoso até
agora propostas ndo alcancaram éxito em auxiliar na abordagem dos pacientes, seja do
ponto de vista diagndstico ou terapéutico, seja para subsidiar avaliagdo prognostica. Além
disso, a inexisténcia de uma classificagdo padronizada e amplamente aceita impede a
comparagdo de dados epidemioldgicos e de estudos, prejudicando a construgdo da
evidéncia necessdria para orientar o manejo da doenga. Da mesma forma, possiveis
especificidades de cada uma das varias formas clinicas de LT com comprometimento
mucoso, em termos de comportamento frente as ferramentas diagnosticas, resposta aos
diferentes tratamentos e prognostico, ndo vém sendo contempladas nas recomendagdes
oficiais de manejo clinico, possivelmente contribuindo para o agravamento da morbidade

da doenca.
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4 METODOLOGIA

Para alcancar os objetivos deste estudo foram realizadas duas abordagens metodologicas.
Tendo como base os dados obtidos de pacientes com suspeita de leishmaniose e
comprometimento mucoso, recrutados em um estudo de coorte, essa tese ¢ composta por

duas partes:

Parte I: avaliacio das diferentes apresentacgdes clinicas de leishmaniose tegumentar
com comprometimento mucoso e seus aspectos demograficos, diagndsticos e

prognaosticos.

Parte II: avaliacdo da acuracia de novas estratégias diagnosticas para leishmaniose

com comprometimento mucoso.

4.1 Tipo de estudo

Este estudo representa a primeira andlise transversal de uma coorte de pacientes com
leishmaniose com acometimento mucoso, em curso desde 2017, no Centro de Referéncia
em Leishmaniose do Instituto René Rachou (CRL-IRR). Esta analise tem seu limite
temporal compreendido entre a data de entrada na coorte até 360 dias apds a data inicial do
tratamento, para casos com confirmacdo de leishmaniose, ou data de alta do servico, no

caso de acometimento mucoso por outras etiologias.

4.2 Aprovaciao ética

O estudo clinico observacional com populacdo alvo pacientes com suspeita de
leishmaniose tegumentar com acometimento mucoso intitulado “Leishmaniose mucosa:
uma coorte brasileira”, CAAE 63259316.5.0000.5091, foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto René Rachou, numero do Parecer: 1.957.508
(ANEXO I). Os pacientes foram incluidos exclusivamente apds consentimento formal

documentado (ANEXO II, I, IV e V).

4.3 Local do estudo
Ambulatorio Alda Lima Falcio do CRL-IRR, Referéncia Técnica Nacional em
Leishmaniose Tegumentar, integrada ao Sistema Unico de Satde (SUS) do Brasil. Trata-

se de um servico da Fundacao Oswaldo Cruz em Minas Gerais, Fiocruz Minas, que tem
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como missdo desenvolver processos e produtos, visando apoiar a¢des de controle das
leishmanioses nas trés esferas de governo, por meio de atendimento ambulatorial,
capacitagdo, pesquisa e assessoramento. O ambulatorio realiza em torno de 1.000
atendimentos médicos e notifica aproximadamente 120 casos de leishmaniose, anualmente.
Sao realizados em torno de 300 exames/ano, incluindo pesquisa direta, cultivo e teste de

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para diagnostico de infec¢do por Leishmania spp.

4.4 Recrutamento para coorte

Desde 17 de abril de 2017, todos os pacientes atendidos no CRL-IRR com acometimento
de alguma superficie mucosa e suspeita clinica de leishmaniose (n=140) foram convidados
a participar do estudo, independentemente de j4 terem recebido diagndstico ou tratamento

prévio para leishmaniose.

4.4.1 Critérios de inclusio nesta analise transversal
Dentre os casos incluidos na coorte, utilizou-se como critério de selecdo para o presente

estudo:

1. ter recebido diagnostico definitivo da condicdo responsavel pelo acometimento
mucoso, firmado em prontuario médico do CRL-IRR, seja leishmaniose ou outra
doenca;

2. para casos confirmados para leishmaniose, ter ao menos uma avaliagdo de

seguimento apos tratamento.

4.5 Defini¢ido de caso de leishmaniose entre participantes com comprometimento
mucoso
Foram considerados casos de leishmaniose, pacientes com lesdo mucosa ativa associada a

uma das duas situag¢des abaixo:

A. Confirmacdo da infec¢do por Leishmania spp., por meio de: i) identificacdo de
amastigotas pelo exame parasitologico direto ou no exame histoldgico, ii)
identificacdo de promastigotas em cultivo, iii) pesquisa de DNA de Leishmania spp.
positiva por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tecido mucoso afetado ou
em fragmento de lesdo cutanea concomitante ativa OU

B. Quadro clinico-epidemioldgico compativel com leishmaniose, acompanhado por
resposta terapéutica completa anti-Leishmania, atastados outros diagnosticos para

a condigao.
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4.6 Abordagem de casos suspeitos de leishmaniose com acometimento mucoso,
segundo protocolo do CRL-IRR
Sao considerados casos suspeitos de leishmaniose pacientes que apresentam lesdo(des) em

mucosa(s) persistente(s) por quatro ou mais semanas — enantema, infiltracdo, crostas,
pontos sangrantes, erosdo, ulceracdo com/sem fundo granuloso, perfuracdo de septo nasal
— acompanhadas ou ndo de sinais e/ou sintomas como obstru¢do nasal, eliminagdo de
crostas, epistaxe, disfagia, odinofagia, rouquidao, dispneia, tosse, prurido nasal e/ou dor
local. Apos avaliacdo clinica inicial no CRL-IRR, os pacientes sdo encaminhados ao
ambulatério de otorrinolaringologia do Hospital Sdo Geraldo (UFMG) para avaliagdo
otorrinolaringologica completa padronizada (ANEXO VI) e biopsia da mucosa. Os
fragmentos retirados da lesdo sdo encaminhados ao CRL-IRR, devidamente
acondicionados, para a realizagdo dos exames: PCR para identificacio de DNA de
Leishmania spp., cultivo para fungos e exame histopatoldégico. Pela alta taxa de
contaminagdo da cultura e baixissimo rendimento do exame direto para Leishmania em
fragmento mucoso, exame direto e cultura para Leishmania spp. ndo fazem parte da

investigacao rotineira de lesdes mucosas no CRL-IRR.

Quando o paciente apresenta também acometimento cutineo, bidpsia com extragcdo de
fragmento de pele para realizagdo de imprint e aspirado de lesdo sdo também realizados,

sempre que a localizacdo da lesdo cutinea permita.

Além de investigagdo direcionada para leishmaniose, pacientes com acometimento mucoso
sdo avaliados rotineiramente por investigagdo complementar: sorologia para HIV
(imunocromatografia), paracococcidioidomicose (imunodifusdo dupla) e sifilis (teste
treponémico imunocromatografico); além de marcadores de granulomatose de Wegener

(ANCA p e ¢) e cultivo de fragmento de bidpsia mucosa para crescimento de fungos.

A confirmacao de leishmaniose ¢ estabelecida pela deteccao de DNA de Leishmania spp.
por PCR convencional, com alvo kDNA, ou visualizagdo de parasitos pelo exame direto
ou exame histopatolégico. Excepcionalmente, os pacientes podem receber tratamento
especifico pela suspeicdo clinico-epidemiologica. Este procedimento ¢ adotado quando a
investigacdo diagndstica se mostra negativa apos duas bidpsias mucosas, e € esgotada a

propedéutica especifica para outras etiologias.
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Apds o diagnodstico e a notificacdo ao SINAN, o tratamento segue as recomendacdes
vigentes do Ministério da Satide do Brasil: . Antimoniato de meglumina (AM) por via
endovenosa, na dose de 20mg Sb*/kg/dia, associado a pentoxifilina na dose de 400mg,
trés vezes ao dia, por 30 dias; b. anfotericina B lipossomal endovenosa, para casos com
contraindicacdo ao AM sistémico, na dose de 3mg a 4 mg/Kg/dia, em dose Unica diaria,
até a dose total acumulada de 30mg/Kg. Na impossibilidade de uso da anfotericina B
lipossomal, medicamentos de segunda escolha podem ser utilizados: desoxicolato de
anfotericina B 0,7mg a 1mg/Kg/dia diariamente ou em dias alternados, sendo a dose total
acumulada de 25mg a 40mg/Kg; miltefosina, por via oral, na dose de 50mg de 2 a 3 vezes
ao dia, por 28 dias. Casos com confirmagdo etioldgica de L. guyanensis sdo tratados com

isetionato de pentamidina na dose de 4mg/Kg/dia, a cada 72 horas, 5 a 10 doses.

No CRL-IRR, excepcionalmente, para pacientes acima de 80 anos, com condi¢do clinica
debilitada por outras doencas ndo controladas ou com comorbidades que tornam o
tratamento disponivel para leishmaniose contraindicado ou de risco, tentativa de terapia de
segunda linha com objetivo de reducdo de sintomas, com fluconazol (6-8 mg/kg/dia, via
oral), é realizada por tempo indefinido (PEDRAS et al., 2018). Em alguns casos de doenga
mucosa oligo-sintomadtica e presenga de outras condigdes clinicas descompensadas, a
decisdo conjunta da equipe assistencial e familia pode ser ndo oferecer tratamento

especifico para leishmaniose.

4.7 Desfechos clinicos avaliados apds o tratamento de leishmaniose
De acordo com protocolo do servigo, aos 90 dias (%15 dias) e 180 dias (+ 4 semanas) a

partir da data de inicio do tratamento, todos os pacientes sdo avaliados para defini¢do de
resposta clinica. Apds o estabelecimento de cura, realiza-se avaliagdo clinica anual, por
cinco anos. Para a sistematizacdo do exame otorrinolaringolégico, o servigo instituiu
formulario padronizado para registro do exame das cavidades nasal, oral e vias aéreas altas
(ANEXO VI). Baseado em um esquema numérico que gradua a localizagdo, a extensdo e
o tipo de acometimento mucoso, que varia desde enantema e infiltragdo até a presenca de
erosdo/ulceragdo e perfuracdo de septo nasal, € possivel produzir um resultado numérico
que melhor expresse a situacdo do paciente. Nas avaliagdes subsequentes ao tratamento,
além da informag¢do da condi¢do da mucosa, sob os aspectos descritos acima, a equipe
assistencial indica a op¢ao que melhor descreve a evoluc¢ao do quadro clinico, que pode ser

inalterado, melhora parcial/resolu¢do completa ou piora.
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Segundo protocolo do CRL-IRR, o desfecho cura da leishmaniose com comprometimento
mucoso ¢ avaliado aos 180 dias do inicio do tratamento (D180) e requer auséncia de
qualquer atividade da doenga. Entre o término do tratamento até D180, a verificacdo de
piora do acometimento mucoso, segundo os critérios de avaliagdo adotados (extensdo ou
intensidade do dano mucoso), indica falha terapéutica. O tratamento de resgate ¢ escolhido

de acordo com as especificidades de cada paciente.

4.8 Métodos diagnosticos utilizados para confirmacio infeccio por Leishmania spp.
4.8.1 Procedimentos para obtenciao das amostras

4.8.1.1 Biopsia da lesdo de pele

Pacientes com lesdo ativa de pele concomitante a lesdo mucosa sdo avaliados por biopsia
de pele apos antissepsia da area com solucdo de clorexidina 4% e infiltragdo local do
anestésico lidocaina a 2%. A retirada de dois fragmentos cilindricos ¢ realizada com
instrumento punch de calibre 5, na borda da lesdo e em movimento de rotacdo. Os
fragmentos sdo seccionados ao meio e suavemente pressionados em papel filtro para a
eliminacdo de sangue e secrecdo. Os fragmentos seccionados sdo utilizados para a
realizacdo do imprint e, a seguir, acondicionados para a realizagdo de cultivo para fungos
(fragmento acondicionado em soro fisioldgico), PCR para Leishmania spp. (fragmento
acondicionado a seco) e exame histologico (fragmento acondicionado em formol a 10%).
Segundo o protocolo do CRL-IRR, com o racional de melhor utilizagdo dos recursos, para
o espécime pele, aguarda-se a leitura do imprint, se negativa para Leishmania spp., 0S
fragmentos acima descriminados sdo encaminhados para realizagdo de PCR, cultivo de

fungo e exame histologico.

4.8.1.2 Biopsia da lesdo mucosa

Bidpsias em mucosa dos tratos respiratorio e digestivo altos (labios, lingua, paredes
laterais, superior e posterior, incluindo palatos duro, mole, tivula e faringe) e mucosa nasal
(esta ultima com auxilio do espéculo nasal) sdo realizadas no Hospital Sao Geraldo,
unidade do Hospital das Clinicas UFMG. O procedimento ¢ executado por médico
otorrinolaringologista, utilizando pinga em saca bocado, ap6s limpeza da mucosa com gaze
embebida em soro fisiologico e remocdo de crostas, seguido por infiltragdo local de

xilocaina a 2%. Sao habitualmente coletados trés fragmentos de mucosa: um primeiro ¢é
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condicionado em frasco seco, para a realizagdo da pesquisa de DNA de Leishmania spp.
por PCR, outro em frasco com salina estéril para cultura para fungo e, um terceiro

fragmento ¢ colocado em frasco com formol a 10% para a execu¢ao do exame histoldgico.

4.8.1.3 Aspirado da borda da lesao

O aspirado de lesdo em sistema fechado para cultivo para Leishmania spp. ¢ um
procedimento padronizado para investigacdo de lesdo localizada na pele e consiste em
aspiracdo, a partir da borda da lesdo com agulha acoplada a tubo de ensaio contendo dois
mililitros de meio de cultivo especifico para Leishmania (descrito no item 5.7.3.b). O tubo
com meio de cultivo tem, previamente ao procedimento, ar removido com seringa de 20
mL para a produgdo de vacuo. O procedimento de coleta ¢ realizado com a introducdo da
agulha acoplada em tubo de meio de cultura em pele integra, de forma tangencial a borda
da lesdo. Apos o encaixe do tubo com meio de cultivo a agulha, o conjunto ¢ retraido de
forma que o vacuo no tubo gera a aspiracdo de goticulas de secre¢do do subcutdneo em
torno da lesdo durante o trajeto percorrido pela agulha. O procedimento ¢ repetido trés

VEZCES.

4.9. Métodos laboratoriais para o diagnostico de leishmaniose tegumentar, de
acordo com o protocolo do CRL-IRR

4.9.1 Imprint

Consiste na impressao do fragmento de pele biopsiado em lamina de vidro, realizada
imediatamente ap6s a biopsia da lesdo, sendo o material fixado com metanol e corado com
Giemsa. A leitura das 1aminas se d4 por exame em microscopio Optico, utilizando a objetiva
de imersao com aumento de 100 vezes. A identificacdo de amastigotas, estruturas ovaladas
caracterizadas pela presen¢a de membrana citoplasmatica, nicleo e cinetoplasto, confirma

a infeccdo por Leishmania spp.

4.9.2 Cultivo de aspirado de lesiao de pele para detec¢iao de Leishmania spp.
Realizado a partir do contetdo aspirado das lesdes, como descrito no item 4.8.1.3. O meio

de cultivo ¢ o NNN (McNeal, Novy, Nicolle), enriquecido com salina/antibiético penicilina
estreptomicina (GIBCO® 15140-122). Os tubos de cultivo sdo incubados por 21 dias em

estufa, a 26°C. Amostras do meio de cultivo sdo analisadas por microscopia Otica
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semanalmente, até trés semanas. A presenca de formas promastigotas de Leishmania spp.

indica a positividade do método.

4.9.3 Exame histoldgico
Exame executado por laboratdrio contratado (processo 162/2015-26, contrato 15/2015,

Laboratorio Tafuri Anatomia Patologica, Belo Horizonte). Realizado a partir de fragmento
de pele ou mucosa fixado em formol a 10%. Apds fixagdo em formol, sdo realizadas as
etapas de processamento do material, quais sejam desidratacdo, diafanizagdo e
impregnacdo, seguidas por inclusdo em parafina, corte por microtomia e coloracdo. A
coloracgao inicial ¢ por Hematoxilina & Eosina (HE), podendo ser acrescida por coloragdes
especiais para pesquisa de fungos (PAS, Gomori) e bacilo alcool-acido resistentes (Ziehl-
Neelsen), se indicado por suspeita clinica. As laminas sdo entdo inspecionadas em
microscopia Optica em diversos aumentos. O diagndstico de leishmaniose ¢ firmado
quando estruturas amastigotas sdo visualizadas no tecido. O exame histologico pode revelar
presenca de infiltrado inflamatoério inespecifico, ndo suficiente para a confirmagdo de
leishmaniose. A visualizacdo de agentes etiologicos especificos, tais como fungo ou
micobactérias, ou infiltrado por células neopldsicas ¢ considerado critério para a

confirmagdo ou investigagdo complementar diagndstica de outras etiologias.

4.9.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) qualitativo com alvo génico DNA de
cinetoplasto (kDNA)
O exame estd padronizado para execu¢do em fragmento de pele ou mucosa. A reagdo se

inicia com extracdo do DNA dos fragmentos de tecido, utilizando-se o kit PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo protocolo
do fabricante. Para a PCR qualitativa com alvo génico DNA de cinetoplasto (kDNA), a
reacdo ¢ realizada usando os seguintes iniciadores género-especificos de Leishmania: (i)
um iniciador senso 150 (5'-GGGG / TAGGGGCGTTCTC / GCGAA-3"); (i1) um iniciador
antisenso152 (3’-C/ GC/ GC / GA / TCTATA / TTTACACCAACCCC-5') direcionados
para amplificacdo da regido conservada dos minicirculos de kKDNA de Leishmania spp.,
gerando um produto de 120 pares de base (pb) (DEGRAVE et al., 1994). A PCR ¢ realizada
em um volume total de 25 puL contendo 0,75 U de Taq DNA polimerase em Tris-HCI1 10
mM, KCI 50 mM, solugdo MgCI2 2 mM, 0,4 mM de cada nucleotideo (Promega Corp.,
Madison, WI, EUA), 0,6 uM de cada iniciador (Integrated DNA Technologies, [owa, EUA)
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e 10 ng de amostra de DNA. As condi¢des utilizadas na reagdo sdo desnaturacdo inicial a
95 °C por 5 min, seguida de 34 ciclos de amplifica¢do a 95 °C por 30 segundos, 60 °C por
30 segundos e 72 °C por 30 segundos e uma extensdo final de 72 °C por 5 min. O
equipamento utilizado é o termociclador ProFlex™ (Applied Biosystems/Thermo Fischer
Scientific, EUA). Cada ensaio inclui dois controles da PCR (controle negativo: mix da PCR
sem o DNA e controle positivo: DNA de L. brazilienesis, cepa MHOM/Br/75/M/2903
extraido de cultura). Como controle do procedimento de extragdo de DNA e de
amplificacdo, todas as amostras sdo amplificadas para o gene humano codificador da B-
actina utilizando iniciadores Acol (5’-ACCTCATGAAGATCCTCACC-3") marcado com
biotina-5’ ¢ Aco2 (5’-CCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3"), que geram um produto de 120

pares de base, visualizado em gel de poliacrilamida 6% corados com nitrato de prata.

4.9.5 Identificacio da espécie de Leishmania
Realizada no CRL-IRR em situagdes especificas: a. pacientes com historia epidemioldgica

sugestiva de aquisi¢do da infeccdo em estados da regido amazonica; b. pacientes com
manifestagdes cutaneo-mucosas atipicas; c. pacientes com manifestagdes de leishmaniose
visceral (LV) concomitante a manifestagdes cutdneo-mucosas. A identificagdo de espécies
de Leishmania, nas amostras de fragmento de biopsia, padronizada no CRL-IRR ¢ a técnica
de PCR-RFLP hsp70 (adaptado de (GRACA et al., 2012). A reagdo de PCR foi realizada
em um volume total de 25 pL, incluindo 10-50 ng de DNA molde, 2 U da enzima Taq DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), tampao para PCR 1x (Tris-HC1 200
mm, pH 84 e KCI 500 mM), 0,4 uM de cada iniciador hsp70 (senso 5'-
GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3' e anti-senso 5-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-
3", 2,0 mM MgCl2 e 0,2 mM dNTPs (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). O protocolo
de ciclagem consiste em uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 4 min, seguida por 33
ciclos a 94 °C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos ¢ 72 ° C por 30 segundos. Uma
etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min ¢ realizada. Para a analise de RFLP, as enzimas
de restri¢do Haelll (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e BstUI (Bio Labs, Nova Inglaterra)
sdo usadas em reacdes independentes, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
produtos de restricdo obtidos sdo visualizados em géis de poliacrilamida 6%, corados com
nitrato de prata, conforme descrito no item anterior. Sdo utilizadas as seguintes cepas
referéncias de DNA de Leishmania spp.: L. braziliensis (M2903), L. guyanensis (M4147),
L. naiffi (M5533), L. amazonensis (PHS8) e L. infantum (PP75).
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4.10 Conducao do estudo
O estudo compreendeu quatro etapas: 1. Identificacdo dos casos elegiveis (definidos em

4.4.1) utilizando a planilha de recrutamento da coorte em leishmaniose com
comprometimento mucoso (Projeto CAAE 63259316.5.0000.5091); 2. Revisao de
prontudrios para conferéncia dos critérios de elegibilidade e coleta de dados demograficos,
clinicos, laboratoriais, tipo de tratamento recebido e evolugdo clinica (QUADRO 2); 3.
Anonimizacao e codificagdo dos espécimes clinicos armazenados dos pacientes incluidos
neste estudo (soro, DNA extraido e tecido em parafina); 4. execucao de testes diagnosticos
em avaliacdo neste estudo (cinco testes de detec¢do de anticorpos anti-Leishmania spp.,

exame THQ com anticorpo monoclonal e trés métodos de deteccdo de DNA do parasito).

Quadro 2. Defini¢coes adotadas e categorias para as variaveis explicativas neste estudo

Variavel Descricao/categorias

Caracteristicas demograficas

. Analfabeto, fundamental I e II, ensino médio, ensino superior
Escolaridade )
(completo ou incompleto).

‘ ) BH/regido metropolitana de BH, interior de Minas, demais
Local de residéncia
estados.

Caracteristicas clinicas

Cicatriz na pele compativel com leishmaniose: tipicamente
cicatriz atrdfica e hipocromica, as vezes hipertrofica e com

hiperpigmentacao.
Historia prévia de LC

Sim, ndo.

Tratamento para LC: sim, ndo.

Leishmaniose  disseminada Presenca de mais que seis lesdes de pele.

(critério operacional adotado

no CRL-IRR) $im, no.
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Doenga reumatologica

Diagnostico referido ou confirmado de doenga reumatologica
ou do colageno ou autoimune, inclui lupus, artrite
reumatodide, espondilite anquilosante, vasculites sistémicas,
espondiloartropatias soronegativas, dentre outras,

independente do uso regular de tratamento medicamentoso.

Doenga hepatica

Diagnéstico referido ou confirmado de cirrose ou hepatopatia

cronica.

Doenga pulmonar

Diagnostico referido ou confirmado de pneumopatia cronica:
asma, doenca pulmonar obstrutiva, fibrose pulmonar,

bronquiectasia.

Doenga cardiaca

Diagnostico referido ou confirmado de cardiopatia seja
arritmia ou doenga valvar, coronariana ou miocardica, inclui
insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia coronariana,
disfuncao valvar, anormalidade elétrica como

fibrilagao/flutter atrial, bloqueios de condugdo, dentre outros.

Classificagdo LLANOS-
CUENTAS (1997)

Leve: acometimento exclusivamente nasal.

Moderada: quando outra mucosa, além da nasal, esta
acometida, sendo os sintomas odinofagia, disfonia e dispneia

leves.

Grave: quando outra mucosa, além da nasal, estd acometida e
os sintomas odinofagia, disfonia e dispneia sdo considerados

Intensos.

Presenca acometimento
mucoso contiguo a lesdo de

pele

Ao menos uma lesdo de pele ¢ contigua a mucosa.

Sim, ndo.

Doenga restrita ao nariz

Mucosa nasal exclusiva com ou sem lesdo em superficie

externa (pele) do nariz.

Sim/nao.
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Tipo de entrada

Caso novo: Individuo que nunca recebeu tratamento para
leishmaniose com comprometimento mucoso ou, mesmo
apos tratamento, ndo houve cura da lesdo, independente do

tempo de aparecimento da lesdo.

Recidiva: individuo que recebeu tratamento especifico para
leishmaniose foi considerado curado e, apds cura, houve

ressurgimento da lesdo.

Sim/nao.

Presenca de condigdo

Consideradas: infeccdo pelo HIV, uso de terapia com

corticoide ou outro imunossupressor.

imunodebilitante

Sim, ndo.

Qualquer resposta afirmativa para consumo regular de alcool,
Uso regular de bebida ndo quantificado.
alcoolica

Sim, ndo.

Tratamento completo

Uso de 80% ou mais das doses prescritas.

Sim, ndo.

Fonte: elaborado pela autora.

4.11 Avaliacido de métodos para o diagnostico de leishmaniose com

comprometimento mucoso

Diante da inexisténcia de teste diagnostico acurado e acessivel para o diagndstico da

leishmaniose com comprometimento mucoso, um dos objetivos da coorte ¢ a reunido de

amostra bem caracterizada de casos e ndo casos de leishmaniose para a avaliagdo de

desempenho de novos testes diagndsticos.

Para atender a este objetivo, testes que ndo fazem parte da rotina de investigacdo de

leishmaniose j& implantada no CRL-IRR foram selecionados para analise de acuricia:

cinco testes sorologicos: dois ELISA comerciais, um ELISA in house de antigeno soluvel

bruto de L. brazilienesis e dois ELISA in house de antigeno de proteina recombinante (L.

braziliensis e L infantum), um novo anticorpo monoclonal IHQ e trés técnicas de deteccao
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de DNA de Leishmania spp: duas técnicas de reacdo em cadeia em tempo real (sistemas de
deteccdo SYBER para alvo kDNA e sistema de deteccdo TagMan para o alvo SSU rRNA)

e uma técnica de PCR convencional para o alvo hsp70.

A avaliagdo do desempenho dos testes selecionados (testes indice) foi realizada seguindo
os principios estabelecidos pela convengdo STARD (Reporting Diagnostic accuracy
studies) (COHEN et al., 2016), que estabelece os principais aspectos a serem observados
para garantir a completude e a transparéncia das analises em estudos de acurdcia. No

Quadro 3 estdo descritas algumas defini¢des adotadas, segundo a convengdo STARD.

Quadro 3. Defini¢des adotadas na analise segundo as exigéncias da conven¢ido STARD

Condicao de interesse | Leishmaniose com acometimento mucoso

Teste de referéncia Presenca de um dos critérios em um paciente com lesdo ativa
(critério clinico- em mucosa:

laboratorial composto) ) )
1. Presenga de Leishmania identificada em exame de PCR

ou no exame direto, cultura ou tecido (exame histoldgico);

1. Diagnostico clinico-epidemioldgico associado a prova
terapéutica positiva para leishmaniose.

Testes indices (testes 1. ELISA comercial VIRCELL® (IgG+IgM) baseado
em antigeno de L infantum;

2. ELISA comercial SERION (IgG) baseado em
antigeno de Leishmania spp;

3. ELISA in house de antigeno soluvel bruto de L.

em avaliacdo)

brazilienesis;

4. ELISA in house de antigeno de proteina
recombinante e LiHyV de L. infantum;

5. ELISA in house de antigeno de proteina
recombinante B-tubulina de L. braziliensis,

6. Anticorpo monoclonal para imuno-histoquimica
deteccdo de Leishmania spp.;

7. Reacdo em cadeia em tempo real (sistemas SYBER)
para alvo kDNA;

8. Reacdo em cadeia em tempo real (sistema TagMan)
para o alvo SSU rRNA;
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9. Técnica de PCR convencional para o gene alvo
hsp70.

Populagio testada

(critério de selecdo da

amostra)

Pacientes sintomaticos com alteracdo detectada em mucosa,
recrutados consecutivamente em ambulatorio de referéncia

para leishmaniose.

Amostra para andlise

dos testes soroldgicos

Casos: 102 soros de pacientes com leishmaniose mucosa

confirmada.

Nao-casos: incluiu soros de 24 pacientes com confirmagao de
outra etiologia (ndo leishmaniose) para a lesdo em mucosa e
69 soros imunes para dengue, zika, hepatites, sifilis, ou de

individuos saudaveis residentes em BH.

Amostra para anélise

dos testes moleculares

Casos: 69 fragmentos de mucosa de pacientes com

leishmaniose mucosa confirmada.

Nao-casos: 14 fragmentos de mucosa de pacientes com
confirmagdo de outra etiologia (ndo leishmaniose) para a

lesdo em mucosa.

Amostra para anélise
do teste imuno-

histoquimico

Casos: 44 fragmentos de tecido mucoso de pacientes com

leishmaniose mucosa confirmada

Nao-casos: 10 fragmentos de tecido mucoso de pacientes com
confirmagdo de outra etiologia (ndo leishmaniose) para a

lesdo em mucosa

Execucido dos testes

1. O teste de referéncia foi realizado antes dos testes
indice (oportunamente com a abordagem clinica no
ambito da assisténcia).

2. Os testes indice foram realizados em uma mesma
oportunidade em amostras codificadas, por um tnico
examinador (cego para a condi¢do clinica e para o
resultado dos outros testes) e em duplicata, no periodo
de 2020 a maio de 2021,

dezembro de que
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corresponde a um intervalo entre 3 e 4 anos apos a
realizacdo do teste de referéncia, usando espécimes
clinicos armazenados (soro, aliquota de DNA ja
extraido e mantido congelado a -200C, fragmento de

tecido parafinizado).

Medidas de Sensibilidade: proporcao de participantes com a condi¢ao de

desempenho interesse que possuem o teste indice positivo.

Especificidade: propor¢ao de participantes sem a condi¢ao de

interesse que possuem o teste indice negativo.

Acurdcia: propor¢do de todos os testes corretos (soma dos
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos), sobre todos os

resultados obtidos x 100.

Manejo de resultados 1. Todos os casos com resultados indeterminados sdo

indeterminados incluidos no denominador (total de casos testados) e
excluidos do numerador de casos positivos (no célculo
de sensibilidade);

2. Todos os casos com resultados indeterminados sdo
incluidos no denominador (total de casos testados) e
excluidos do numerador de casos negativos (no

calculo de especificidade).

Fonte: elaborado pela autora

4.11.1 Deteccao de anticorpos especificos
A selegdo dos testes sorologicos em imunoensaio (ELISA) a terem sua acurécia testada no

diagnostico de leishmaniose com comprometimento mucoso baseou-se em resultados de
estudo realizado previamente por nosso grupo (OLIVEIRA, 2018). Neste estudo, diferentes
testes sorologicos foram avaliados em painel de soro de casos com a forma mucosa de

leishmaniose, reunidos ao longo dos ultimos anos e identificados retrospectivamente. Os
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testes ELISA apresentaram o melhor desempenho em comparagdo com os testes baseados
nas plataformas de imunofluorescéncia e imunocromatografia. Entre os ELISA
comparados, o teste Ridascreen® Leishmania Ab apresentou maior sensibilidade.
Entretanto, este teste ndo estava mais disponivel para compra, apesar de inimeras tentativas
realizadas desde 2019. Diante disto, dois outros kits ELISA produzidos com antigenos de
Leishmania spp. comercialmente disponiveis no Brasil, nomeadamente o teste VIRCELL®
- Leishmania ELISA IgG+IgM e o teste Virion/Serion - SERION® ELISA classic
Leishmania 1gG, foram selecionados e adquiridos para esta andlise. Para ampliar o painel
de testes a serem avaliados, com base nos resultados de revisdo sistematica da literatura
(FREIRE et al., 2021), identificamos ainda dois testes ELISA in house utilizando proteina
recombinante (uma de L. infantum e outra de L. braziliensis) e o teste ELISA in house de
antigeno bruto soltvel de L. braziliensis desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
(PEDRAS, 2002), com viabilidade de producado a curto prazo, que puderam ser incluidos

nesta analise.

Para todos os testes sorologicos, avaliou-se inicialmente o desempenho considerando como
critério de positividade aquele definido pelo fabricante em bula ou pelo desenvolvedor.
Adicionalmente, o desempenho dos testes foi também avaliado considerando o critério de
positividade definido por curva ROC (Receiver operator curve) a partir dos resultados

obtidos para a populacdo de casos e ndo casos aqui reunidos.

O painel de soros usado na avaliag@o dos testes de imunoensaio incluiu como “casos’ soros
de 102 pacientes com comprometimento mucoso e confirmac¢do do diagnostico de
leishmaniose, seja pelo critério parasitologico (100 casos) ou clinico-epidemiologico-prova
terapéutica (2 casos). O grupo de 93 “ndo-casos” foi constituido por soros de 24 pacientes
com doenca em mucosa e confirmagdo diagndstica para outra condi¢cdo, além de 58
amostras de soro com marcadores para condi¢des infecciosas (hepatites, dengue, zika virus,
sifilis) e 11 amostras de soro de pacientes assintomaticos moradores de Belo Horizonte.
Relagdo das condicdes infecciosas presentes no painel de soros controles € apresentada na

Tabela 1.
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Tabela 1. Painel de soros com anticorpos para doencas infecciosas utilizado para

compor a populacio de nao-casos em estudo de acuracia, Belo Horizonte, 2017-2020

Condigdes infecciosas (marcadores) Numero de amostras
Hepatite B 10
Hepatite C 10
Sifilis 10
Dengue IgG/IgM 10
Zika 09
Dengue NS1 09
Moradores assintomaticos de area endémica para LV 11
Total 69

Detalhes de cada teste soroldgico avaliado, sua metodologia de execugdo e critérios para
interpretacdo do resultado sdo apresentados a seguir. A amostra de casos e ndo-casos usada
na avaliacdo de desempenho diagndstico variou entre os testes, em fungdo de diferengas na
disponibilidade dos espécimes utilizados em cada teste (soro, fragmento de tecido fixado

em formol, DNA extraido de fragmento mucoso).

4.11.1.1 Imunoensaio ELISA VIRCELL® (Leishmania ELISA 1gG+IgM)
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-
IgG+IgM humano-peroxidase, solu¢do cromogena (Tetrametilbenzidina + Peroxido de
Hidrogénio), reagente bloqueador (acido sulfurico 0,5M) e tampao fosfato contendo Tween
20 (concentrado 20 vezes). O teste foi executado seguindo estritamente orientacdo contida
em bula. Antes de iniciar, o tampao fosfato contendo Tween 20 foi diluido 1:20 com agua
tipo I. Em seguida, foram depositados 100puL/poco do diluente de amostra, em cada orificio
da microplaca, e adicionados SpuL. das amostras de soro, controle positivo, controle negativo

e soro “limite” (em duplicata). A microplaca foi tampada com folha adesiva, agitada por 2
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min e incubada por 45 min, em cdmara umida a 37°C. Os orificios da microplaca foram
lavados cinco vezes com 300uL de solugdo de lavagem, usando lavadora de microplacas
(Asys Atlantis, Cambridge, GRB) e foram adicionados 100uL/pogo do conjugado anti-
IgG+IgM humano-peroxidase, incubando-se por 30 min, em cadmara imida a 37°C. Seguida
de novas lavagens, foram adicionados 100puL/pogo de solugdo cromdgena, incubando-se a
microplaca por 20 min, em temperatura ambiente, protegida da luz. A reagdo enzimatica foi
interrompida com a adi¢do de 50uL/poco de reagente bloqueador em todos os orificios da
microplaca. Imediatamente apos 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 e 1,5.
O indice de anticorpo foi calculado a partir da seguinte equacao:

Absorbancia da amostra

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 sdo consideradas negativas, entre 9-11 sdo consideradas como resultados

duvidosos e acima de 11, positivas.

4.11.1.2 Imunoensaio ELISA SERION (Leishmania ELISA IgG)
O kit ¢ composto por uma microplaca de 96 orificios sensibilizados com antigeno de

Leishmania sp, tampao de dilui¢do, soro padrdo, soro negativo, conjugado anti- IgA, IgG
ou IgM humano-fosfatase alcalina, substrato (para-nitrofenilfosfato + azida de so6dio a <
0,1%), solucdo de parada (hidréxido de s6dio <0,1 N + EDTA 40mM), solucao de lavagem
contendo Tween 20 (concentrado 30 vezes) e certificado de controle de qualidade lote-
especifico. O teste foi executado seguindo estritamente orientacdo contida em bula. Antes
de iniciar, o tampdo fosfato contendo Tween 20 foi diluido 1:30 com &gua tipo I. Em
seguida, foram depositados 100uL/poco das amostras de soros testadas (diluido 1:1000 em
tampao dilui¢do) e 100uL do soro padrao (em duplicata) controle negativo. Um pogo nao
recebeu amostra, “branco”, para controle dos reagentes. A microplaca foi tampada com

folha adesiva, e incubada por 60 min, em camara imida a 37°C. Os orificios da microplaca
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foram lavados cinco vezes com 300uL de solugdo de lavagem, usando lavadora de
microplacas (Asys Atlantis, Cambridge, GRB) e foram adicionados 100uL/po¢o do
conjugado anti-IgG+IgM humano-fosfatase alcalina, incubando-se por 30 min, em camara
umida a 37°C. Seguida de novas lavagens, foram adicionados 100uL/orificio do substrato,
incubando-se a microplaca por 30 min, em cdmara iimida a 37°C. A reagao foi interrompida
com a adi¢do de 100uL/poco da solu¢do de parada em todos os orificios da microplaca.
Imediatamente apds esta etapa, a leitura da absorbancia foi realizada em comprimento de
onda de 405/620nm, usando um leitor de microplacas (FlexStation 3 Multi-Mode
Microplate Reader, Molecular Device, San Jose, CA, USA). O “branco” do substrato foi

subtraido de todas as amostras antes da avaliagdo.

O ensaio foi considerado valido quando valores de densidade otica (DO) do “branco”,
controle negativo e média de densidade otica (DO) padrao estavam de acordo com o
informados na bula. De acordo com a DO do soro padrao obtida em cada placa, o certificado
de qualidade informa qual o valor de Cut-off de cada placa com o respectivo intervalo para

resultados borderline.

4.11.1.3 Imunoensaio utilizando proteinas B-TUBULINA e LiHyV
Imunoensaio utilizando os antigenos proteicos recombinantes B-TUBULINA (de L.

braziliensis) e LiHyV (de L. infantum), padronizado por DUARTE e colaboradores (2015),
grupo de pesquisadores do Colégio Técnico da Universidade Federal de Minas Gerais
(COLTEC), sob lideranca do pesquisador Eduardo Antonio Ferraz Coelho. Para a execucao
dos testes, placas de ELISA (modelo Jet Biofil FEP-100-096) foram sensibilizadas com
100 pL/pogo, utilizando as proteinas f-TUBULINA e LiHyV (concentracdo de 0,250 e
0,500 pg/poco, respectivamente). As proteinas foram diluidas em tampao Coating buffer e
incubadas por até 16 horas a 4° C. Ap0s sensibilizacdo (e as demais etapas do processo) as
placas foram lavadas trés vezes com 300 pL. PBST20 1x. O bloqueio foi realizado com 5%
de leite em p6 Molico em PBS 1x, 200 uL/pogo e incubado por uma hora em estufa a 37°
C. As placas foram lavadas como na etapa anterior e 100 pL/pogo de soro em duplicata,
diluido em 0,5% de leite em p6 Molico em PBS 1x (dilui¢do de 1:100 para f-TUBULINA
e 1:200 para LiHyV) foram dispensados. As placas foram incubadas e lavadas nas mesmas
condi¢des. 100ul/poco de conjugado anti-IgG humano ligado a peroxidade (Goat anti-
Human IgG (H+L) Antibody, Horseradish Peroxidse (HRP) Conjugate, A18811,
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Invitrogen) na diluicdo 1:5.000 em tampado de incubacdo foram usados. Novamente as
placas foram incubadas e lavadas e 100ul/poco do revelador TMB foram colocados por
pogo e incubadas ao abrigo da luz por 30 min e a 25°C. A reacdo foi interrompida com 25
puL/pogo de 4cido sulfurico 1:20. Imediatamente apos esta etapa, a leitura da absorbancia
foi realizada em comprimento de onda de 492nm, usando um leitor de microplacas (Vmax
Kinetic Microplate Reader, Molecular Devices). Os pontos de corte da reagdo para a
defini¢do do resultado positivo para o imunoensaio com as proteinas foi informado pelo
desenvolvedor como absorbancia de 1,187 para o ensaio com a proteina f-TUBULINA e
0,806 para a proteina LiHyV determinado através da média aritmética da absorbancia de

20 amostras negativas (ndo vinculadas ao estudo) somados dois desvios-padrao.

4.11.1.4 Imunoensaio utilizando antigeno soluvel de L. braziliensis
Imunoensaio utilizando antigeno soluvel de L. braziliensis padronizado em estudo prévio

do CRL-IRR (JUNQUEIRA-PEDRAS et al. 2003). Para a realizagdo do teste de ELISA
foi utilizado o antigeno solavel, preparado a partir de promastigotas das cepas
MHOM/Br/75/M/2903 de L. braziliensis, segundo Ho e colaboradores (1983)
Promastigotas do quinto dia de cultivo em meio NNN/LIT foram lavadas em PBS estéril,
a 2500 rpm a 4°C, por quatro vezes. Essa massa de promastigotas foi submetida a seis ciclos
de rompimento mecanico por sonicac¢do por trés min cada. A confirmagdo do rompimento
das promastigotas foi realizada através de microscopia oOtica. Apds esses procedimentos, o
material foi centrifugado a 10.000g durante 30 min a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e
congelado a -70°C até o momento do uso. A dosagem de proteina foi realizada segundo a
técnica de LOWRY e colaboradores (1951). Placas de ELISA de poliestireno com 96 pogos
e fundo chato (NUNC®) foram sensibilizadas com 25ug de L. braziliensis. 100ul de
solugdo de antigeno em tampao carbonato bicarbonato (TCB) (pH = 9,6) foram colocados
em cada pogo e incubado por 12 horas a 4°C. As placas foram lavadas cinco vezes com
300uL de PBSt20 (pH = 7,2), usando lavadora de microplacas (Asys Atlantis, Cambridge,
GRB). O bloqueio foi realizado com 150ul/pogo de solug¢do de albumina bovina (Sigma®)
a 2% em PBSt20 (pH =7,2) e incubado por uma hora a 37°C. As placas foram lavadas como
na etapa anterior e 100ul do soro do paciente diluido 1:1000 em PBSt2 foram dispensados
em cada poco. As placas foram incubadas e lavadas nas mesmas condi¢des. 100ul/pogo de
conjugado anti — IgG humano ligado a peroxidase (Sigma® A6029) na diluigdo 1:1000 em

PBSr20 foram usados. Novamente as placas foram incubadas e lavadas e 100ul do revelador
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TMB foram colocados por poco e incubadas por 15 min em local escuro. A leitura foi
realizada a 650 nm em leitor de ELISA (Leitor de Elisa Multiskan FC/Multiskan Fc
Photometer, da Thermo Fisher Scientific. Todas as amostras foram testadas em duplicata.
O resultado de cada amostra correspondeu a média aritmética dos resultados da duplicata.
O critério de positividade deste teste foi absorbancia acima de 0,274 determinado através
da média aritmética da absorbancia de 20 amostras negativas (ndo vinculadas ao estudo)

somados dois desvios-padrao.

4.11.2 Técnica de imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina

Para avaliacdo da acurdcia da IHQ foi utilizado painel de amostras parafinizadas de
biopsias de mucosa de 44 casos com confirmagdo de leishmaniose e 10 casos com outro
diagnostico. A técnica foi realizada utilizando o anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina e
o sistema de detec¢gdo BOND Polymer Refine Red Detection (Leica Microsystems,
Newcastle, UK), conforme padronizagdo prévia (FREIRE, 2021). Resumidamente, apds
montagem, as laminas foram mantidas em estufa a 56°C por 16 horas e em seguida,
incubadas em vaporizador por 20 min, com solugdo 7rilogy® 100x diluida (Cell Marque,
Rocklin, CA, EUA). As laminas foram incubadas com nova solucdo 7rilogy por 40 min em
TA e em seguida lavadas trés vezes com tampao Tris (SmM Tris base; 140mM NaCl; pH
7,6). Os cortes histologicos foram delimitados com caneta hidrofobica (PAP pen, Zymed,
Sao Francisco, CA, EUA) e cada corte foi incubado com 100 pL de solucao de bloqueio
(5% de leite em p6 desnatado em Tampao Fosfato-Salino). Apds novas etapas de lavagens,
foram adicionados sobre cada corte 100uL do anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina
diluido 1:300 em solucgdo diluente (1% BSA e 0,05% de azida s6dica em PBS), que foi
incubado por 1 hora, em TA. Seguida de novas etapas de lavagem, 100uL do anticorpo pds
primario (Post Primary AP) foram adicionados em cada corte e as ldminas foram incubadas
por 30 min, em TA. As laminas foram lavadas novamente ¢ 100uL do polimero (Polymer
AP) foram adicionados em cada corte, incubando-se por 30 min, em TA. Apds repeticdo
do procedimento de lavagem, foram adicionados 100 uL do substrato/cromogeno (na
seguinte diluicdo: 1:10 do reagente A, 1:50 do reagente B, 1:50 do reagente C, diluidos no
reagente D) e incubados por 3 min, em TA. Logo apods as laminas foram lavadas com
tampao Tris e coradas com hematoxilina por 2 min. Finalmente, as 1aminas foram lavadas
com agua corrente por 3 min, imersas cinco vezes em alcool 100%, secas em estufa a 56°C

¢ montadas com laminula e Entellan® (Merck).
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4.11.3 Testes moleculares em investigacio para o diagnéstico de leishmaniose com
comprometimento mucoso

Para andlise da acuracia das técnicas moleculares, foi utilizado painel de amostras
constituidas por DNA extraido a partir de fragmento de mucosa de 69 pacientes com
confirmacdo de leishmaniose e 14 pacientes com doenca mucosa e outro diagnostico

firmado.

4.11.3.1 PCR em tempo real usando sistema Syber
A PCR em tempo real utilizando SYBER™ Green foi realizado utilizando os mesmos

primers usado na PCR quantitativa com alvo kDNA. A solucdo da reacdo continha 1x
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems, USA), 0,3 uL de cada primer,
10 ng de DNA alvo e dgua destilada ultrapura para um volume final de 25 pL. A reagdo foi
realizada em duplicata, em placa de 96-well no equipamento de PCR em tempo real
StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA). O protocolo de
ciclagem consistiu em uma etapa a 95 °C por10 min para ativagdo da Taq DNA polymerase
seguido por 30 cycles de 15 s a 95 °C para amplificacdo e 1 min a 60 °C. A leitura da
fluorescéncia foi realizada durante a etapa de extensao (60 °C). A analise da curva melting
foi realizada nas seguintes condi¢des: uma inicial etapa de desnaturagdo a 95°C por 15 s
seguida de 1 m a 60°C e aumento continuo de 0,1 °C/segundo até 95 °C. A especificidade
da reacdo de RT-PCR SYBR® Green foi testada pela analise da Temperatura de melting.
As curvas de “melting” foram convertidas em picos de melting, tracando a derivada da
fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT) versus a temperatura (°C). O célculo
da curva foi realizado pelo software do equipamento. O limite de dete¢do e baseline foram

automaticamente determinados usando o StepOne™ Software v2.1.

4.11.3.2 PCR em tempo real usando sistema Tagman
O rRNA SSU TagMan™ RT-PCR consiste nos primers LEIS.Ul (5°-

AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3’) e LEIS.L1 (5°-ACGCACTAAACCCCTCCAA -
3), desenhados para amplificar um fragmento de 67-bp e uma sonda fluorogénica LEIS.P1
(FAM 5’- CGGTTCGGTGTGTGGCGCC -3° TAMRA) (Wortmann et al., 2001). A
reacao RT-PCR foi realizada com volume final de 20 pL, incluindo 10 ng de DNAalvo, 10
uL de TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), 0,3 uM de cada
primer ¢ 0,25 uM da sonda. A padronizagdo da PCR foi 50 °C por 2 min (UNG activation),
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95 °C por 10 min e 40 ciclos a 95 °C por 15 s € 60 °C for 1 min. O limite de deteccdo e

baseline foram automaticamente determinados usando o StepOne™ Software v2.1.

4.12 Analise dos dados
O banco de dados deste estudo foi construindo em planilhas do Microsoft Office Excel

2007, exportadas para os programas MedCalc Statistical Software versao 18.2.1 (MedCalc
Software bvba, Ostend, BEL) e SPSS versdo 24 para analise.

As fichas de atendimento padronizadas do CRL-IRR constituiram a fonte de informagdes
clinicas neste estudo. Implementados como rotina do servigo, formularios padronizados
para registro de todas as avaliagdes médicas, seja o atendimento de primeira consulta
(ANEXO VII), visitas de retorno (ANEXO VIII), ficha de resumo do caso (ANEXO IX) e
demais resultados de exames complementares e tratamentos realizados, compdem o
prontuario médico dos pacientes, o que permite a reunido de informagdes de forma
padronizada. As fichas foram elaboradas para contemplar a coleta sistematizada de
informagdes demograficas (sexo, idade, escolaridade, local de residéncia), clinicas
(localizagdo, extensdo e caracterizacao das lesdes de pele e mucosa, descrigdo da avaliagao
otorrinolaringologica, tempo de evolucdo da doenca, presenca de comorbidades, uso de
medicamentos), laboratoriais (resultados dos exames diagnosticos e de monitorizacdo da
toxicidade ao tratamento), além de detalhes da abordagem terapéutica e dados da evolugao
clinica (ocorréncia de eventos adversos durante o tratamento, ocorréncia de cura e recidiva
avaliados em momentos previamente definidos). Todas estas informagdes, consideradas
variaveis explicativas neste estudo e suas defini¢des operacionais de acordo com protocolo

do CRL-IRR estao detalhadas no Quadro 2.

A andlise descritiva de todos os resultados, sejam caracteristicas dos subgrupos de
pacientes ou resultados dos testes diagnosticos, foi realizada pelas frequéncias simples das
variaveis categdricas, além de médias e medianas, e seus respectivos desvios padrao (DP)
e intervalo interquartil 25-75% (1Q25-75%) para as variaveis continuas, dependendo do
padrdo de sua distribuicdo. Andlises comparativas entre os diferentes subgrupos foram
exploradas por testes de hipoteses paramétricos € ndo paramétricos. A andlise de variaveis
continuas de distribui¢do normal foi feita através de comparagdo de médias utilizando o

teste “t” de student para a comparacdo de dois grupos e andlise de varidncia (ANOVA),
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para mais de dois grupos. A andlise de varidveis continuas de distribui¢do ndo normal foi
realizada pela comparagcdo de medianas através do teste U de Mann-Whitney para dois
grupos e Kruskal-Wallis, para trés ou mais grupos. Andlises envolvendo tabelas de
contingéncia para variaveis categoricas foram executadas pelo teste chi-quadrado, exceto
para os casos em que 5 ou menos unidades eram esperados em uma ou mais células, quando
se aplicou o teste de Fisher. Para todas as comparagdes, o nivel de significancia considerado

foi de 5%.

Na compila¢do dos dados clinicos da coorte, definiu-se D1 como o primeiro dia do
tratamento para a leishmaniose apds a admissao na coorte. Sobre a avaliagdo de resposta
ao tratamento, apenas os casos que completaram o primeiro tratamento foram considerados
na avalia¢do de resposta nos momentos D90 e D180. Para andlise de recidiva (D360), foram
avaliados apenas os pacientes considerados curados na avaliagdo de D180. Ainda que a
avaliagdo de D90 ndo estivesse registrada oportunamente em prontuario, por nao
comparecimento do paciente dentro da janela de tolerancia de + 4 semanas estabelecida
neste estudo, as avaliagdes em D180 e D360 podiam ser consideradas, se disponiveis em
prontudrio. Mesma situagdo era valida para o ndo comparecimento a uma das outras
avaliacdes programadas, que ndo implicava em prejuizo na contabilizagdo das outras

avaliagoes.

Em relacdo a avaliagdo do desempenho dos testes diagnosticos, foram calculadas as
medidas sensibilidade, especificidade e acuracia, e seus respectivos intervalos de confianca
de 95% (1C95%). Para os testes de deteccdo de anticorpos em plataforma de imunoensaio,
além do critério de positividade definido pelo fabricante, grafico da sensibilidade versus
taxa de falsos positivos, ou receiver operating curve (curva ROC), foi construido para
estimar o valor de absorbancia capaz de gerar o melhor desempenho possivel para cada

teste nesta amostra.
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S RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na seguinte ordem:
a. Caracterizacdo da populagdo estudada — analise descritiva comum as duas
etapas deste estudo
b. Apresentacdes clinicas da leishmaniose com comprometimento mucoso (Parte
D)
c. Acurécia dos testes para diagndstico da leishmaniose com comprometimento

mucoso (Parte II)

5.1 Caracteristicas gerais da populacio estudada
Entre abril de 2017 e setembro de 2020, 140 pacientes com suspeita de leishmaniose com

acometimento mucoso atendidos no ambulatério do CRL-IRR aceitaram participar da
coorte “Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira”. Deste total, 14 participantes da
coorte foram excluidos da presente andlise, considerando os critérios de legibilidade

definidos (5.4.1). As razdes para exclusdo sao discriminadas na Tabela 2.

Tabela 2. Causas para nao inclusdo no estudo, Belo Horizonte, 2017-2020

Motivo Numero de casos
Etiologia do comprometimento mucoso permaneceu indefinida 05
Lesdo mucosa ndo confirmada ao exame fisico 05
Obito antes da conclusio do diagndstico 01
Recusa em realizar avaliacdo otorrinolaringologica 01
Perda de seguimento (auséncia de informacdes de tratamento 02
e/ou controle de cura)
Total 14

No total, foram incluidos neste estudo 126 pacientes, 102 com confirmacdo de
leishmaniose e 24 pacientes em que o diagndstico foi excluido. Nesta amostra havia
predominio de homens (90/126, 71,4%), com mediana de idade de 59 anos, variando de 1
a 88 anos. A mediana do tempo de doenca (intervalo entre o inicio dos sintomas e a entrada

na coorte) foi de 12 meses, variando de 1 a 360 meses. Cinquenta e dois pacientes (51,0%)
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apresentavam alguma lesdo de pele concomitantemente a lesdo mucosa. Com excegdo de
um paciente proveniente do estado da Bahia, todos os outros eram residentes em Minas
Gerais, 57 deles em Belo Horizonte e regido metropolitana e 68 no interior do Estado. As
outras condigdes clinicas diferentes de leishmaniose diagnosticadas em 24 pacientes

incluidos na coorte sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Diagnosticos confirmados nos 24 pacientes com comprometimento mucoso
e sem confirmacao de leishmaniose, Belo Horizonte, 2017-2020

Diagnéstico

Doencas infecciosas

paracococcidioidomicose

histoplasmose

Infecgao bacteriana

cryptocococose

esporotricose

hanseniase
Doencas inflamatoérias

rinite alérgica/polipose nasal
Doencas neoplasicas

linfoma Natural Killer

carcinoma espinocelular
Outras

comedao

liquen plano

perfuragdo septal sequelar (trauma)

Total

Numero de pacientes (%)
10/24 (41,71)
4 (16,6)
1(4,2)
2(8,3)

1 (4,2)

1 (4,2)

1 (4,2)
7/24 (29,2)
7(29,2)
2/24 (8,3)

1 (4,2)

1 (4,2)
5/24 (20,8)
1 (4,2)

1 (4,2)

3(12,5)

24 (100)
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5.2 Investigacao etiolégica do comprometimento mucoso
Dos 102 pacientes com o diagnostico firmado de leishmaniose, 100 tinham confirmagao

parasitolégica da infeccdo por Leishmania spp., sendo que em 75 deles (75%) o espécime
bioldgico examinado era fragmento de mucosa e, nos outros 25 casos (25%), a confirmagao
da infecgdo foi obtida a partir da lesdo de pele concomitante a lesdo mucosa, pela maior
facilidade de realizag¢do do procedimento de bidpsia. Dois pacientes foram diagnosticados
com base no critério clinico-epidemiologico e prova terapéutica, um deles uma crianga com
dois anos e lesdo cutdnea e mucosa contigua na face, com dois outros familiares no
domicilio com confirmagdo parasitologica de leishmaniose. O outro paciente era adulto,
com exame histologico sugestivo de doenga granulomatosa em que o tratamento foi
iniciado em outro servigo antes da investigacdo completa no CRL-IRR. Estes dois casos
foram tratados com AM e evoluiram com cicatrizagdo da lesdo, caracterizando a prova

terapéutica positiva.

Dos exames diagnosticos realizados em fragmento de mucosa, a PCR foi o principal
método para a confirmacao da leishmaniose, positiva em 73 dos 79 (92,4%) pacientes em
que foi realizada. Quatro (4,9%) pacientes tiveram o diagnostico de leishmaniose
confirmado pela visualizagdo de estruturas amastigotas no tecido (em exame histologico).
Como informado em metodologia, pacientes com lesdes de pele ativas, simultaneamente a
lesdo em mucosa, tinham investigacdo diagndstica iniciada pela bidpsia da lesdo de pele.
Para 23 casos nesta situa¢do, o exame direto da lesdo cutdnea (imprint ou cultivo)
confirmou Leishmania spp. em 18 (64,3%), ja a PCR para Leishmania spp., foi positiva em
5de 5 (100,0%) pacientes que tiveram fragmento de pele submetido a essa técnica (Tabela.

4).
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Tabela 4. Positividade dos testes diagnosticos entre os casos com comprometimento

mucoso por leishmaniose, Belo Horizonte, 2017-2020

Teste diagndstico Exames positivos/exames realizados (%)

Positividade dos exames realizados em fragmento de mucosa

cPCR-Leishmania 73/79 (92,4)
Presenca de amastigota em exame 4/56 (7,1)
histolégico

Positividade dos exames realizados em fragmento de pele

Exame direto/cultura 18/28 (64,3)

cPCR-Leishmania 5/5 (100,0)

cPCR: reac¢do em cadeia da polimerase convencional com alvo kDNA

A identificacdo da espécie de Leishmania pela técnica PCR RFLP pode ser realizada em
56 (54,9%) amostras (pele e mucosa). Em onze (19,6%) pacientes, o resultado foi
inconclusivo, L. braziliensis foi responsavel pela infeccao em 44/45 (97,8%) pacientes e L.
guyanensis em apenas um (1,8%). O paciente infectado por L. guyanensis, apesar de
residente em Belo Horizonte, relatou ter residido por longo periodo na regido amazdnica

no passado.

5.3 Tratamento realizado em pacientes com comprometimento mucoso por
leishmaniose
Em relagdo ao tratamento, 79 (77,4%) receberam AM (29 pacientes) ou alguma formulagao

de anfotericina B (50 pacientes), as duas opgdes terapéuticas preconizados pelo MS. Um
paciente foi tratado com pentamidina (infectado por L. guyanensis), seis pacientes
receberam miltefosina no dmbito de um ensaio clinico e um caso foi tratado com
combinagdo de dois tratamentos. Oito pacientes receberam fluconazol por tempo
prolongado como estratégia para redugdo de sintomas, em todos os casos por
contraindicacdo absoluta as alternativas terapéuticas disponiveis. Sete pacientes nao

receberam nenhuma intervencdo terapéutica, seja por ndo terem retornado apods o
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diagndstico ou por decisdo conjunta entre equipe médica e paciente, quando o risco
envolvido no tratamento era considerado proibitivo ou desproporcional a manifesta¢ao
clinica apresentada pelo paciente. Cinco (4,9%) tiveram seu tratamento inicial suspenso
precocemente por intolerancia intratdvel ou evento adverso grave. Nestes casos, outra
abordagem terapéutica foi introduzida. Para fim de analise, esses casos ndo tiveram seus
dados de cura em D90, D180 e D360 computados, pois a evolucio ndo poderia ser atribuida
exclusivamente a um tratamento. Dois pacientes ainda ndo dispunham de dados do
seguimento em D360 por ocasido de encerramento desta analise, ndo sendo avaliados nessa

data.

Parte 1

5.4 Avaliacao das diferentes apresentagdes clinicas de leishmaniose tegumentar com
comprometimento mucoso e seus aspectos demograficos, diagnosticos e prognosticos

5.4.1 Comparacio entre pacientes com confirmacio ou nio de leishmaniose
As principais caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos nesta analise sdo apresentadas

na Tabela 5. Analisando encontro de diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, € possivel afirmar que pacientes com comprometimento mucoso por leishmaniose
sdo mais velhos, tem menor grau de escolaridade e maior probabilidade de se apresentarem
com lesdes de pele simultaneamente ativas em relagdo aos pacientes com lesdes mucosas
por outras etiologias. Um paciente incluido no grupo “sem confirmagao de leishmaniose”
aparece como RECIDIVA porque foi um paciente que ja teve leishmaniose com
acometimento mucoso no passado e apareceu lesdo em palpebra. Essa lesdo foi confirmada

CA ocular.
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Tabela S. Caracteristicas demograficas e clinicas de grupos de pacientes estratificados
de acordo com confirmac¢io ou nao do diagnostico de leishmaniose, Belo Horizonte,

2017-2020

Varidveis Com confirmacao Sem Valor de
leishmaniose confirmagao de p
leishmaniose
n=102
n=24

Mediana de idade, anos (IQ25-

75%) 61,5 (51-74,3) 54,5 (43,3-63) 0,024
Grupo etério
< 18 anos (%) 4/102 (3,9) 3/24 (12,5)
18-59 anos (%)  44/102 (43,1) 13/24 (54,2) 0,100
>60 anos (%) 54/102 (52,9) 8/24 (33,3)
Sexo masculino (%) 76/102 (74,5) 14/24 (58,3) 0,135
Mediana do tempo de sintomas, 12 (6-30) 9 (6-24) 0,987
meses (1Q25-75%)
Escolaridade *
Nao alfabetizado (%)  20/100 (20,0) 3/23 (13,0)
Até ensino fundamental (%)  59/100 (59,0) 9/23 (39,1) 0,013
Até ensino médio (%) 11/100 (11,0) 4/23 (17,4)
Ensino superior ou mais (%) 5/100 (5,0) 6/23 (26,1)
Procedéncia
BH/regido metropolitana 44/102 (43,1) 13/24 (45,8)

(%)



Interior MG (%)

Outro estado (%)

Hipertensdo (%)
Infecgdo pelo HIV (%)
Diabetes mellitus (%)
Uso de corticoide (%)
Doenga renal (%)
Doenga cardiaca (%)
Doenga pulmonar (%)

Doenga reumatologica (%)

Consumo regular de alcool (%) **

Tabagismo (%) **

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)
Historia prévia LC (%)
Presenca de lesdo em pele
Numero de lesdes de pele =
(mediana)

Lesdo de pele antecede lesao

mucosa (%)

Doenga restrita ao nariz (pele ou

mucosa) (%)

57/102 (55,9)
1/102 (1,0)
49/100 (49,0)
3/99 (3,0)
19/101 (18.9)
2/100 (2,0)
1/101 (1,0)
14/101 (14,0%)
7/100 (7,0)
4/101 (4,0)
33/97 (34,0)
17/97 (17.5)

12/102 (11,8)

27/102 (26,5)
52/102 (51,0)

1 (1,0-2,0)

4/102 (3,9)

59/102 (57,8)

11/24 (54,2)
0/24 (0,0)
7/23 (30,4)
0/24 (0,0)
1/23 (4,3)
0/23 (0,0)
0/24 (0,0)
1/24 (4,1)
1/24 (4,1)
0/24 (0,0)
7/20 (35,0)
5/20 (25,0)

1/24 (4,1)

2/24 (8,3)
3/24 (12,5)

2 (1,0-?))

1/24 (4,2)

16/24 (66,7)

0,571

0,163

1,000

0,119

1,000

1,000

0,300

0,766

0,460

0,064

0,001

0,002

0,493

78
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Localizagdo do acometimento

Mucoso
Nasal (%) 91/102 (89,2) 18/24 (75,0) 0,930
Cavidade oral (%) 32/102 (31,4) 7/24 (29,2) 1
Glote/hipofaringe (%) 3/102 (2,9) 0/24 (0,0) 1
Mucosa extra trato respiratério ou 2/102 (2,0) 1/24 (4,1) 0,472
digestivo (%)
Mucosa nasal exclusiva (%) 69/102 (67,6) 17/24 (70,8) 0,813

*excluidos menores de 7 anos  ** excluidos menores de 18 anos *** apenas casos com lesdo de pele

5.4.2 Principais caracteristicas clinicas dos casos com confirmacio de leishmaniose
As principais caracteristicas da doenga, tratamento e avaliacdo de cura dos 102 pacientes

com diagnéstico de leishmaniose com comprometimento mucoso sdo apresentadas na

Tabela 6.

Além do comprometimento mucoso, a maioria (52 pacientes, 51%) dos pacientes
apresentava lesdo de pele ativa, do tipo ulcerada em 58% dos casos. Dentre os 102 casos
de leishmaniose, 59 (60,8%) tinham doenga restrita ao nariz, com acometimento da mucosa
nasal com ou sem acometimento de pele adjacente. Outra observagdo ¢ a tendéncia do
acometimento de pele, quando presente, ser contiguo a mucosa afetada, o que foi observado
em 78,8% dos 52 casos com lesdo de pele e mucosa simultaneas. Dos 102 pacientes com
leishmaniose confirmada 95 receberam tratamento especifico para leishmaniose. Para os
91 pacientes que realizaram tratamento completo e usando a abordagem mais conservadora
por intencdo de tratar, a taxa de casos considerados curados foi de 19,8% e 57,1% nas
avaliagoes de D90 e D180, respectivamente. Na avaliacdo de D360, apenas 50,5% dos
casos tiveram a inatividade da doenca confirmada. Importante ressaltar que ao utilizar esse
critério para a estimativa de cura, todos os pacientes que necessitaram de um segundo
tratamento por intolerancia ou falha ao primeiro esquema e aqueles sem registro em
prontudrio da avaliagdo de cura em dado momento (seja D90, D180 ou D360) foram

incluidos entre os tratados (denominador), o que tende a subestimar o percentual de cura.
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Tabela 6. Apresentagdes clinicas, detalhes do tratamento e dados evolutivos dos
pacientes com diagndstico de leishmaniose com comprometimento mucoso, Belo

Horizonte, 2017-2020

Varidveis Numero de casos/total casos (%) ou

mediana (IQR25-75%)

Presenca de lesdes de pele 52/102 (51,0)
Lesdo de pele antecedeu lesdao mucosa 3/52 (5,8)

Presenca de lesdo de pele contigua a mucosa 41/52 (78.8)
Lesdo de pele em superficie externa do nariz 37/52 (71,1)
Doenga restrita ao nariz (mucosa nasal com 59/102 (57,8)

ou sem acometimento de pele contiguo)
Numero de lesdes de pele *** (mediana) 1(1,0-2,0)
Lesdo de pele ulcerada (%) 27/52 (51,9)

Classificagdao Llanos-Cuentas

Leve 64/102 (62,7)
Moderada 35/102 (34,3)

Grave 3/102 (2,9)
Caso classificado como recidiva 12/102 (11,8)
Historia prévia de LC 27/102 (26,5)
Tratamento para LM 88/95 (92,6)
Antimoniato de meglumina 29/102 (28,4)
Anfotericina B lipossomal 49/102 (48,0)

Anfotericina B desoxicolato 1/102 (1,0)



Outro (%) **
Nenhum tratamento
Tratamento completo
Evolucio clinica em D90 !
Cura (melhora completa)
Melhora parcial
Falha (inalterado/pior)
Perda seguimento
Evolucio clinica em D180 !
Cura (melhora completa) (%)
Falha (pior) (%)
Perda seguimento (%)
Avaliacio em D360 !
Doenga inativa (%)
Doenga ativa (%)

Perda seguimento (%)

* excluidos trés pacientes com forma disseminada e lesdes incontaveis *

16/102 (14,7)
7/102 (6,9)

91/95 (95,8)

18/91 (19,8)
60/91 (65,9)
9/91 (9,9)

4/91 (4,4)

52/91 (57,1)
23/91 (25,3)

7/91 (7,7)

46/91 (50,5)
7/91 (7,7)

8/91 (8,7)

81

fluconazol, miltefosina,

entamidina, combinacdo de tratamento !entre os que tiveram tratamento completo *** apenas casos com
p ,

lesdo de pele

Apresentagdes clinicas de leishmaniose com comprometimento mucoso:

Com base na presenca, localizacdo e numero de lesdes cutaneas, os pacientes com

leishmaniose e comprometimento mucoso puderam ser reunidos em cinco subgrupos com

apresentacdes clinicas distintas. Assim, a partir de um critério estritamente visual, os

pacientes foram divididos em:

1. Comprometimento mucoso isolado

2. Comprometimento mucoso e cutdneo concomitantes
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a. Forma cutanea localizada (até seis lesdes de pele) e forma disseminada
(mais de seis lesoes de pele)
b. Contigua: presenca de lesdo cutidnea contigua & mucosa € ndo

contigua: nenhuma lesdo cutanea ¢ contigua a mucosa

Com base nesta classificacdo, 50 (49%) pacientes apresentavam acometimento mucoso
exclusivo enquanto outros 52 (51%) apresentavam lesdes em mucosa e pele concomitantes.
Dentre os casos com comprometimento de pele associado, em 41 (78,8%) a lesdo cutanea
era contigua a superficie mucosa. O niimero de lesdes de pele variou de 1 a 11 (excluidos
trés casos com lesdes incontaveis), sendo que 28 (53,8%) dos 52 pacientes apresentavam

lesdo tinica de pele e oito (15,4%) pacientes tinham mais de seis lesdes (Tabela. 7).

Tabela 7. Apresentacdes clinicas observadas entre os pacientes com leishmaniose e

comprometimento mucoso, Belo Horizonte, 2017-2020.

Apresentagdo clinica Numero de pacientes (%)
Acometimento mucoso exclusivo 50/102 (49,0)
Acometimento mucoso ¢ cutaneo 52/102 (51,0)
concomitantes

lesdo de pele localizada 44/52 (84,6)

lesdo de pele contigua 41/52 (78,8)

lesdo de pele ndo contigua 11/52 (21,2)

LC disseminada 8/52 (15.,4)

Pacientes com as varias apresentagdes clinicas da leishmaniose com comprometimento
mucoso foram comparadas a fim de se investigar eventual existéncia de diferengas frente
aos testes diagnosticos ou na resposta aos tratamentos e desfechos clinicos (progndstico).

As principais observagdes a partir das comparacdes realizadas sdo apresentadas a seguir.
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5.4.3 Comparacio entre pacientes com lesio mucosa exclusiva e pacientes com lesao
mucosa e cutinea simultineas
Na comparag@o entre pacientes com ou sem presenca de lesdo cutdnea concomitante ao

comprometimento mucoso, foram observadas as seguintes diferengas estatisticamente
significantes: casos com lesdo mucosa exclusiva exibiam maior tempo de doenga, maior
propor¢do de casos com comprometimento restrito ao nariz e de formas mais graves na
classificacdo de LLANOS-CUENTAS e colaboradores (1997). Por outro lado, casos com
comprometimento cutdneo e mucoso tinham maior taxa de lesdo em cavidade oral e de

positividade no estudo imuno-histoquimico (Tabela.8).

Tabela 8. Caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e evolutivas de
pacientes com leishmaniose estratificados segundo a presenca ou nao de lesdo cutinea

concomitante, Belo Horizonte, 2017-2020

Variaveis Acometimento  Acometimento Valor p
mucoso mucoso ¢ cutaneo
exclusivo simultaneo
n=50 n= 52
Mediana de idade, anos (IQ25-
63 (53-76) 59,5 (48,8-73) 0,461
75%)
Grupo etério
< 18 anos (%) 1/50 (2,0) 3/52 (5,8)
18-59 anos (%)  21/50 (42,0) 23/52 (44.,2) 0,569
>60 anos (%)  28/50 (56,0) 26/52 (50,0)
Sexo masculino (%) 37/50 (74,0) 39/52 (75,0) 1
Mediana do tempo de sintomas, 12 (7,7-49,7) 8 (4-18) 0,004
meses (1Q25-75%)
Escolaridade *
Nao alfabetizado (%)  12/50 (24,0) 8/52 (15,4)



Até ensino fundamental (%)
Até ensino médio (%)
Ensino superior ou mais (%)
Procedéncia
BH/regiao metropolitana (%)
Interior MG (%)
Outro estado (%)
Hipertensdo (%)
Infecgdo pelo HIV (%)
Diabetes mellitus (%)
Uso de corticoide (%)
Doenga renal, hepdtica, cardiaca
ou pulmonar (%)
Doenga reumatologica (%)
Consumo regular de alcool (%) **
Tabagismo (%) **

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)
Historia prévia LC (%)

Localizagdo acometimento

mucoso
Nasal (%)

Cavidade oral (%)

26/50 (52,0)
5/50 (10,0)

4/50 (8,0)

22/50 (44,0)
28/50 (56,0)
0/50 (0,0)
24/48 (50,0)
1/47 (2,1)
7/49 (14,3)
0/48 (0,0)

9/49 (18,4)

2/49 (4,1)
15/48 (31,2)
7/49 (14,3)

7/50 (14,0)

15/50 (30,0)

46/50 (92,0)

10/50 (20,0)

33/52 (63,5)
6/52 (11,5)

1/52 (2,0)

22/52 (42,3)
29/52 (55,8)
1/52 (1,9)
25/52 (48,1)
2/52 (3,8)
12/52 (23,1)
2/52 (3,8)

5/52 (9,6)

2/52 (3,8)
18/49 (36,7)
10/48 (20,8)

5/52 (9,6)

12/52 (23,1)

46/52 (88,5)

23/52 (44,2)

0,445

0,613

0,314

0,496

0,255

0,619

0,594

0,551

0,428

0,741

0,011
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Glote/hipofaringe (%)

Mucosa extra trato respiratorio/

digestivo (%)
Mucosa nasal exclusiva (%)
Classificagdao Llanos-Cuentas
Leve (%)
Moderada (%)
Grave (%)
Exames laboratoriais

Presenca DNA Leishmania spp.
(7o)

Imuno-histoquimica (%)
ELISA VIRCELL® (%)
ELISA PCPP (%)
Tratamento completo (%)
Tratamento para LM

Antimoniato de meglumina

(%)

Anfotericina B lipossomal

(%)

Anfotericina B desoxicolato

(%)
Outro (%)

Nenhum (%)

3/50 (6,0)

0/50 (0,0)

39/50 (78,0)

36/50 (72,0)
11/50 (22,0)

3/50 (6,0)

45/46 (97,8)

12/29 (41,4)
42/48 (87.5)
36/48 (75,0)

42/45 (93,3)

13/50 (26,0)

24/50 (48,0)

1/50 (2,0)

7/50 (14,0)

5/50 (10,0)

0/52 (0,0)

2/52 (3,8)

30/52 (60,0)

28/52 (53,8)
24/52 (48,1)

0/52 (0,0)

23/25 (92,0)

8/15 (53,3)
49/51 (96,1)
44/51 (86,3)

49/50 (98,0)

16/52 (30,8)

25/52 (48,1)

0/52 (0,0)

9/52 (17,3)

2/52 (3,8)

0,114

0,495

0,035

0,012

0,282

0,009

0,152

0,204

0,342

0,651
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Evolucio clinica em D90 !
Cura (melhora completa) (%)
Melhora parcial (%)
Falha (pior) (%)
Perda seguimento (%)
Evolucio clinica em D180 !
Cura (melhora completa) (%)
Falha (pior) (%)
Falha (inalterado/pior) (%)
Perda seguimento (%)
Avaliacio em D360 2
Recidiva (%)

*excluidos menores de 7 anos

completo 2 entre os curados em D180

8/42 (19,0)
31/42 (73,8)
3/42 (7,1)

0/42 (0,0)

27/42 (64,3)
3/42 (7,1)
7/42 (16,7)

2/42 (4,7)

2127 (7,4)

10/49 (20,4)
29/49 (59,2) 0,189
6/49 (12,2)

4/49 (8,2)

25/49 (51,0)
8/49 (16,3) 0,286
5/49 (10,2)
5/49 (10,2)

0/25 (0,0) 0,647

** excluidos menores de 18 anos ! entre os que tiveram tratamento

5.4.4 Comparacio entre pacientes com lesio de pele contigua 2 mucosa e aqueles
com lesio de pele ndo contigua a mucosa
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Em que pese o pequeno niumero de pacientes no subgrupo com lesdes de pele ndo contiguas

a mucosa, destacam-se a maior propor¢ao de homens (p=0,047), menor tempo de doenga

(mediana de 3 x 11 meses, p=0,002), maior proporcao de lesdes de pele do tipo ulcerado

(p=0,005) neste subgrupo em relagdo a pacientes com lesdo de pele exclusivamente

contigua a mucosa. A diferenca nas varidveis, presenga de lesdo restrita ao nariz ou

acometimento da pele sobre o nariz e forma disseminada estdo atreladas diretamente ao

critério de estratificacdo dos grupos nesta analise (Tabela 9).
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Tabela 9. Caracteristicas demograficas, clinicas e evolutivas de pacientes com

acometimento mucoso e cutineo simultineo, estratificados de acordo com a

localizagdo da lesdo cutinea (contigua ou ndo contigua a mucosa), Belo Horizonte,

2017-2020

Variaveis

Mediana de idade, anos (IQ25-
75%)
Grupo etério
< 18 anos (%)
18-59 anos (%)
>60 anos (%)
Sexo masculino (%)

Mediana do tempo de sintomas,

meses, (1Q25-75%)
Escolaridade *
Nao alfabetizado (%)
Até ensino fundamental (%)
Até ensino médio (%)
Ensino superior ou mais (%)
Procedéncia
BH/regiao metropolitana (%)

Interior MG (%)

Lesdo de pele nao

contigua a mucosa

n=11

56 (45-76)

0/11 (0,0)

6/11 (54,5)

5/11 (45,4)

11/11 (100,0)

3(3-5)

2/11 (18,2)
6/11 (54,5)
2/11 (18,2)

1/11 (9,1)

8/11(72,7)

3/11 (27,3)

Lesdo de pele

contigua a mucosa

n=41

60 (49,5-73)

3/41 (7,3)
17/41 (41,5)
21/41 (51,2)
28/41 (68,3)

11 (6-26,5)

6/37 (16,2)
20/37 (54,0)
7/37 (18,9)

4/37 (10,8)

14/41 (34,1)

26/41 (63,4)

Valor

0,911

0,549

0,047

0,002

0,300

0,069



Outro estado (%)
Hipertensdo (%)
Infecgdo pelo HIV (%)
Diabetes mellitus (%)
Uso de corticoide (%)

Doenga renal, hepatica, cardiaca

ou pulmonar (%)

Doenga reumatologica (%)
Consumo regular de alcool (%) **
Tabagismo (%) **

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)
Historia prévia de LC (%)

Numero de lesdes de pele *

(mediana)
Lesao de pele ulcerada (%)
Lesao de pele papular/nodular (%)

Lesdo de pele antecede a lesao

mucosa (%)

Lesdo na superficie externa do

nariz (%)

Lesao restrita ao nariz (mucosa
nasal com ou sem acometimento

de pele contiguo) (%)

0/11 (0,0)
5/11 (45,4)
1/11 (9,0)
2/11 (18,1)
1/11 (9,0)

3/11 (27,3)

1/11 (9,0)
6/11 (54,5)
4/11 (36,4)

2/11 (81,8)

3/11 (27,3)

4 (1,0-4,0)

10/11 (90,9)
7/11 (63,6)

1/11 (9,1)

4/11 (36,4)

1/11 (9,1)

1/41 (2.,4)
20/41 (48,8)
1/41 (2.,4)
10/41 (24,4)
1/41 (2.,4)

2/41 (4,9)

1/41 (2,4)
12/38 (31,6)
6/37 (16,2)

3/41 (92,7)

9/41 (21,9)

1(1,0-2,0)

17/41 (41,5)
31/41 (75,6)

3/41 (7,3)

33/41 (80,5)

19/41 (46,3)
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0,845

0,382

0,382

0,057

0,382

0,286

0,206

0,278

0,701

0,042

0,005

0,760

0,845

0,008

0,035



LC disseminada (> 6 lesoes) (%)

Localizagdo acometimento

mucoso
Nasal (%)
Cavidade oral (%)
Outra mucosa (%)
Mucosa nasal exclusiva (%)
Classificagdao Llanos-Cuentas
Leve (%)
Moderada (%)
Grave (%)
Exames laboratoriais

Presenca DNA Leishmania spp
(7o)

Imuno- histoquimica (%)
ELISA VIRCELL® (%)
ELISA PCPP (%)
Tratamento completo (%)
Tratamento para LM

Antimoniato de meglumina

(%)

Anfotericina B lipossomal

(%)

5/11 (45,4)

9/11 (81,8)
6/11 (54,5)
2/11 (18,2)

5/11 (45,4)

4/11 (36,4)
7/11 (63,6)

0/11 (0,0)

5/6 (83,3)

3/4 (75,0)
10/11 (90,9)
10/11 (90,9)

10/10 (100,0)

4/11 (36,4)

3/11 (27,3)

3/41 (7,3)

35/41 (85,4)
17/41 (41,5)
0/41 (0,0)

25/41 (61,0)

24/41 (58,5)
17/41 (41,5)

0/41 (0,0)

18/19 (94,7)

5/11 (45,4)
39/40 (97,5)
34/40 (85,0)

39/40 (97,5)

12/41 (29,3)

22/41 (56,7)

89

0,007

0,506

0,041

0,495

0,308

0,430

0,451

0,388

0,436



Anfotericina B

desoxicolato (%)
Outro (%)
Nenhum (%)
Evolucio clinica em D90 !
Cura (melhora completa) (%)
Melhora parcial (%)
Falha (pior) (%)
Perda seguimento
Evolucio clinica em D180 !
Cura (melhora completa) (%)
Melhora parcial (%)
Falha (inalterado/pior) (%)
Perda seguimento (%)
Avaliacio de recidiva em D360?

Recidiva (%)

0/11 (0,0)

3/11 (27,3)

1/11 (9,1)

3/10 (30,0)
5/10 (5,0)
1/10 (1,0)

1/10 (1,0)

5/10 (50,0)
0/10 (0,0)
2/10 (20,0)

2/10 (20,0)

0/5 (0,0)

0/41 (0,0)

6/41 (14,6)

1/41 (2,4)

7/39 (17,9)
24/39 (61,5)
5/39 (12,8)

3/39 (7,7)

20/39 (51,3)
8/39 (20,5)
3/39 (7,7)

3/39 (7,7)

0/20 (0,0)

90

0,838

0,228

*excluidos menores de 7 anos ~ ** excluidos menores de 18 anos ! entre os que tiveram tratamento completo

2 entre os curados em D180 *** apenas casos com lesdo de pele

5.4.5 Comparacio entre pacientes com lesido de pele localizada e aqueles com lesdo

de pele disseminada

Apesar do pequeno nimero de pacientes com mais de seis lesdes cutneas (aqui tomadas

como critério operacional da forma disseminada da leishmaniose), o que diminui o poder

para o reconhecimento de diferencas, observou-se diferengas significativas observadas

entre pacientes com e sem doenca disseminada em relacdo a mediana de idade (p=0,031),

tempo de sintomas (p=0,013) e grau de instrucao formal (0,014), todos eles inferiores no
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subgrupo com a forma disseminada. As diferencas nas taxas de cura possivelmente sdao

decorrentes do alto percentual de perdas de seguimento no grupo com a forma disseminada,

que inclui apenas oito pacientes e devem ser avaliadas com cautela diante do pequeno

numero de casos avaliados em D180 com a forma disseminada. (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas demograficas, clinicas e evolutivas de pacientes com

acometimento mucoso no contexto de leishmaniose cutinea localizada ou

disseminada, Belo Horizonte, 2017-2020

Variaveis

Mediana de idade, anos (IQ25-
75%)
Grupo etério
< 18 anos (%)
18-59 anos (%)
>60 anos (%)
Sexo masculino (%)

Mediana do tempo de sintomas,

meses (1Q25-75%)
Escolaridade *
Nao alfabetizado (%)
Até ensino fundamental (%)

Até ensino médio (%)

Lesdo mucosa e

cutanea nao

disseminada

n=44

62 (53-74,5)

3/44 (6,8)
16/44 (36,4)
25/44 (56,8)
31/44 (70,4)

9 (5-24,5)

8/42 (19,0)
28/42 (66,7)

5/42 (11,9)

Lesao mucosa

€ cutanea
disseminada

n=8

44,5 (43-57)

0/8 (0,0)
7/8 (87.5)
1/8 (12,5)
8/3 (100,0)

3(2-7,7)

5/8 (62,5)
1/8 (12,5)

1/8 (12,5)

Valor p

0,024

0,027

0,177

0,013

0,014



Ensino Superior (%)
Procedéncia
BH/regiao metropolitana (%)
Interior MG (%)
Outro estado (%)
Hipertensdo (%)
Infecgdo pelo HIV (%)
Diabetes mellitus (%)
Uso de corticoide (%)

Doenga renal, hepatica, cardiaca

ou pulmonar (%)

Doenga reumatologica (%)
Consumo regular de alcool (%) **
Tabagismo (%) **

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)

Lesdo de pele antecede a lesao

mucosa (%)

Historia prévia LC (%)

Lesao de pele ulcerada (%)

Lesdo de pele papular/nodular (%)

Lesao na superficie externa do

nariz (%)

0/42 (0,0)

17/44 (38,6)
26/44 (59,1)
1/44 (2,3)
24/44 (54.5)
2/44 (4,5)
10/44 (22,7)
2/44 (4,5)

5/44 (11,4)

2/44 (4,5)
14/41 (34,1)
9/40 (22,5)

5/44 (11,4)

4/44 (9,1)

9/44 (20,4)
20/44 (45,4)
30/44 (62,2)

33/44 (75,0)

1/8 (12,5)

5/8 (62,5)
3/8 (37,5)
1/8 (12,5)
1/8 (12,5)
0/8 (0,0)
2/8 (25,0)
0/8 (0,0)

0/8 (0,0)

0/8 (0,0)
4/8 (50,0)
1/8 (12,5)

0/8 (0,0)

0/8 (0,0)

3/8 (37,5)
7/8 (87,5)
8/8 (100,0)

4/8 (50,0)

0,436

0,051

0,443

0,316

0,366

0,051

0,090

0,207
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Lesao de pele contigua a mucosa

(%)

Numero de lesdes de pele***

(mediana)

Localizagdo do acometimento

mucoso
Nasal (%)
Cavidade oral (%)
Outra mucosa (%)
Mucosa nasal exclusiva (%)
Classificagao Llanos-Cuentas
Leve (%)
Moderada (%)
Grave (%)
Exames Laboratoriais

Presenca DNA Leishmania spp.
(7o)

Imuno-histoquimica (%)
ELISA VIRCELL® (%)
ELISA PCPP (%)
Tratamento completo (%)
Tratamento para LM

Antimoniato de meglumina

(%)

38/44 (79,2)

1(1,0-2,0)

38/44 (86,4)
17/44 (38,6)
1/44 (2,3)

27/44 (61,4)

23/44 (52,3)
21/44 (47,7)

0/44 (0,0)

20/22 (90,9)

7/13 (53,8)
42/44 (95,4)
37/44 (84,1)

41/42 (97,6)

10/44 (22,7)

3/8 (37,5) 0,007
10(9,7-10,2) 0,000
6/8 (75,0) 0,592
6/8 (75,0) 1
1/8 (12,5) 0,286
3/8 (37,5) 0,260
5/8 (62,5)
3/8 (37,5) 0,711
0/8 (0,0)
3/3 (100,0) 1
1/8 (12,5) 0,962
7/7 (100,00) 1
7/7 (100,0) 0,573
8/8 (100,0) 1
6/8 (75,0)
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Anfotericina B lipossomal 24/44 (54,5) 1/8 (12,5)
) 0,008
Anfotericina B 0/44 (0,0) 0/8 (0,0)
desoxicolato (%)
Outro (%) 8/44 (18,2) 1/8 (12,5)
Nenhum (%) 2/44 (4,5) 0/8 (0,0)
Evolucio clinica em D90 !
Cura (melhora completa) (%) 8/41 (19,5) 2/8 (25,0)
Melhora parcial (%) 24/41 (58.5) 5/8 (62,5) 0,826
Falha (pior) (%) 5/41 (12,2) 1/8 (12,5)
Perda seguimento (%) 4/41 (9,7) 0/8 (0,0)
Evolucio clinica em D180 !
Cura (melhora completa) (%) 22/41 (53,7) 3/8 (37,5)
Falha (inalterado) (%) 8/41 (19,5) 0/8 (0,0) 0,030
Falha (pior) (%) 4/41 (9,8) 1/8 (12,5)
Perda seguimento (%) 2/41 (4,9) 3/8 (37,5)
Avaliagio de recidiva em D360 2
Recidiva (%) 3/22 (6,8) 0/3 (0,0) 0,791

*excluidos menores de 7 anos ~ ** excluidos menores de 18 anos ! entre os que tiveram tratamento completo
2 entre os curados em D180 *** apenas casos com lesdo de pele

5.4.6 Comparacio entre pacientes com lesdo de pele ou mucosa restrita ao nariz e
aqueles com lesdo de pele ou mucosa nio restrita ao nariz
Além das diferencas esperadas na propor¢do de achados relacionados as lesdes de pele,

relacionadas ao proprio critério de estratificacdo dos pacientes, observou-se maior tempo

de evolucdo da doenga entre casos com a forma nasal exclusiva (p=0,05) e maior
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positividade ao ELISA comercial VIRCELL® (bula) entre pacientes com doenca ndo

restrita ao nariz (Tabela 11).

Tabela 11. Caracteristicas demograficas, clinicas e evolutivas de pacientes com LM

estratificados de acordo com a localizacdo da lesdao: restrita ou nio ao nariz, Belo

Horizonte, 2017-2020

Variaveis

Mediana de idade, anos (IQ25-
75%)
Grupo etério
< 18 anos (%)
18-59 anos (%)
>60 anos (%)
Sexo masculino (%)

Mediana do tempo de sintomas,

meses (1Q25-75%)
Escolaridade *
Nao alfabetizado (%)
Até ensino fundamental (%)
Até ensino médio (%)

Até ensino superior (%)

Leishmaniose

restrita ao nariz

(mucosa e/ou

pele)

n=59

62 (53-75)

1/59 (1,7)
25/59 (42,4)
33/59 (55,9)
41/59 (69,5)

12 (7-55)

14/58 (24,1)
32/58 (55,2)
6/58 (10,3)

4/58 (6,9)

Leishmaniose Valor p

ndo restrita ao

nariz
n=43
59 (51-73) 0,531
3/43 (7,0)
19/43 (44,2) 0,363

21/43 (48,8)

35/43 (81,4) 0,250
8 (4-18) 0,002
6/42 (14,3)
27/42 (64,3) 0,519
5/42 (11,9)
1/42 (2,4)



Procedéncia
BH/regiao metropolitana (%)

Interior MG (%)
Outro estado (%)

Hipertensdo (%)

Infecgdo pelo HIV (%)

Uso de corticoide (%)

Diabetes mellitus (%)

Doenga renal, hepatica, cardiaca

ou pulmonar (%)
Doenga reumatologica (%)

Consumo regular de alcool (%)

ek

Tabagismo (%)**

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)

Lesdo de pele antecede a lesao

mucosa (%)
Historia prévia de LC (%)
Presenca de lesdo de pele (%)

Numero de lesdes de pele ***

(mediana)

Lesao de pele contigua a mucosa

(%)

22/59 (37,3)
36/59 (61,0)
1/59 (1,7)
28/58 (48,3)
3/57 (5,3)
2/58 (3.,4)
11/59 (18,6)

11/59 (18,6)

4/59 (6,8)

17/57 (29,8)

10/56 (17,9)

8/59 (13,5)

1/59 (1,7)

17/59 (28,8)
20/59 (33,9)

2 (1-5,2)

19/59 (32,2)

22/43 (51,2)
21/43 (48,8)
0/43 (0,0)
21/42 (50,0)
0/42 (0,0)
0/42 (0,0)
8/42 (19,0)

3/42 (7,1)

0/42 (0,0)

16/39 (41,0)

7/40 (17,5)

4/43 (9,3)

3/43 (6,7)

10/43 (23,2)
32/43 (74,4)

1 (1,0-1,0)

22/43 (51,2)

0,287

0,260

0,508

0,145

0,139

0,281

0,554

0,307

0,651

0,000

0,066
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Lesdo de pele ulcerada (%)

Lesdo de pele papular/nodular

(%)
Exames Laboratoriais

Presenca DNA Leishmania spp.
(%0)

Imuno-histoquimica (%)
ELISA VIRCELL® (%)
ELISA PCPP (%)
Tratamento completo (%)
Tratamento para LM

Antimoniato de

meglumina (%)

Anfotericina B lipossomal

(%)

Anfotericina B

desoxicolato (%)
Outro (%)
Nenhum (%)

Evolucio clinica em D90 !
Cura (melhora completa) (%)
Melhora parcial (%)
Falha (inalterado/pior) (%)

Perda seguimento (%)

5/59 (8,5)

14/59 (23,7)

45/46 (97,8)

14/30 (46,7)
51/58 (87,9)
42/58 (72,4)

51/54 (94,4)

16/59 (27,1)

29/59 (49,1)

1/59 (1,7)

9/59 (15,2)

4/59 (6,8)

11/51 (21,6)
33/51 (64,7)
3/51 (5.,9)

4/51 (7,8)

22/43 (51,1)

24/43 (55,8)

23/25 (92,0)

6/14 (42,8)
40/41 (97,6)
38/41 (92,7)

40/40 (100,0)

13/43 (30,2)

20/43 (46,5)

0/43 (0,0)

7/43 (16,3)

3/43 (7,0)

7/40 (17,5)
27/40 (67,5)
6/40 (15,0)

0/40 (0,0)

0,000

0,002

0,282

0,179

0,135

0,018

0,136

0,779

0,155
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Evolucio clinica em D180 !

Cura (melhora completa) (%) 32/51 (62,7) 20/40 (50,0)
Falha (inalterado) (%) 6/51 (11,8) 5/40 (12,5) 0,807

Falha (pior) (%) 7/51 (13,7) 5/40 (12,5)

Perda seguimento (%) 3/51(5,9) 4/40 (10,0)

Avaliagio de recidiva em D360 2
Recidiva (%) 4/32 (12.5) 1/20 (5.0) 0,494

*excluidos menores de 7 anos ~ ** excluidos menores de 18 anos ! entre os que tiveram tratamento completo
2 entre os curados em D180 *** apenas casos com lesdo de pele

5.4.7 Comparaciao entre pacientes com leishmaniose e comprometimento mucoso de
via aero digestiva alta (com ou sem lesdo de pele contigua) e cutineo e pacientes com
lesdes de pele ndo contiguas e mucosas atipicas extra via aero digestiva alta

Na comparag¢d@o entre pacientes com acometimento mucoso restrito as vias aero digestivas
altas, com ou sem lesdes de pele contiguas, aqueles com lesdes em outras mucosas ou
lesdes de pele ndo contiguas revelou diferenca prognostica significativa com menor
propor¢do de melhora ou cura entre casos do primeiro grupo na avaliagdo de D180. A
avaliacdo da recidiva foi prejudicada pelas perdas no grupo com lesdo ndo contigua (Tabela

12).



99

Tabela 12. Comparacio entre pacientes com leishmaniose e comprometimento

mucoso de via aero digestiva alta (com ou sem lesdo de pele contigua) e cutianeo e

pacientes com lesdes de pele nao contiguas e mucosas atipicas extra via aero- digestiva

alta, Belo Horizonte, 2017-2020

Variaveis

Mediana de idade, anos

(1Q25-75%)

Grupo etério

< 18 anos (%)

18-59 anos (%)

>60 anos (%)

Sexo masculino (%)

Mediana do tempo de
sintomas, meses (1Q25-75%)

Escolaridade *

Nao alfabetizado (%)

Até ensino fundamental (%)

Até ensino médio (%)

Até ensino superior (%)

Acometimento

mucoso de via
aero digestiva
alta (com ou
sem lesdo de

pele contigua)

n=69

63 (53-76)

2/69 (2,9)
27/69 (39,1)
40/69 (57,8)

50/69 (72,5)

12 (65-47)

16/68 (23,5)
38/68 (55,9)
7/68 (10,3)

4/68 (5,9)

Acometimento
mucoso em
qualquer sitio e
cutaneo nao

contiguo

n=25

62 (52-73,5)

2/25 (8,0)
10/25 (40,0)
13/25 (52,0)

18/25 (72,0)

9 (5-21,5)

4/24 (16,7)
16/24 (66,7)
3/24 (12,5)

0/24 (0,0)

Valor p

0,524

0,537

0,104

0,669



Procedéncia

BH/regido metropolitana (%)
Interior MG (%)

Outro estado (%)

Hipertensdo (%)
Infecgdo pelo HIV (%)
Diabetes mellitus (%)
Uso de corticoide (%)

Doenga renal, hepatica,

cardiaca ou pulmonar (%)
Doenga reumatologica (%)

Consumo regular de alcool

(%) **
Tabagismo (%) **

Recidiva leishmaniose

acometimento mucoso (%)

Historia prévia de LC (%)

Presenca de lesdo de pele

(%)

Numero de lesdes de pele

(mediana) ***

Lesdo de pele antecede lesao

mucosa (%)

Lesao de pele ulcerada (%)

28/69 (40,6)
40/69 (58,0)
1/69 (1,4)
32/67 (47,8)
3/66 (4,5)
11/68 (16,2)
2/67 (2,3)

16/67 (23,9)

4/68 (5.9)

21/65 (32,3)

10/65 (15,4)

10/69 (14,5)
20/69 (29,0)

20/69 (29,0)

1 (1,0-1,0)

1/69 (1,4)

5/69 (7,2)

11/25 (44,0)
14/25 (56,0)
0/25 (0,0)
16/25 (64,0)
0/25 (0,0)
6/25 (24,0)
0/25 (0,0)

3/25 (12,5)

0/25 (0,0)

8/23 (34,8)

6/23 (26,1)

2/25 (8,0)
4/25 (16,0)

24/25 (96,0)

1,5 (1,0-2,0)

3/25 (12,0)

15/25 (60,0)

0,808

0,241

0,559

0,381

0,605

0,259

0,571

0,345

0,506

0,286

0,000

0,000

0,056

0,000



Lesdo de pele

papular/nodular (%)
Classificagdao Llanos-Cuentas
Leve (%)
Moderada (%)
Grave (%)
Exames laboratoriais

Presenca DNA Leishmania
spp. (%)

Imuno-histoquimica (%)
ELISA VIRCELL® (%)
ELISA PCPP (%)
Tratamento completo (%)
Tratamento para LM

Antimoniato de

meglumina (%)

Anfotericina B

lipossomal (%)

Anfotericina B

desoxicolato (%)
Outro (%)
Nenhum (%)
Evolugdo clinica em D90!

Cura (melhora completa) (%)

14/69 (20,3)

50/69 (72,5)
16/69 (23,2)

3/69 (4,3)

54/56 (96,4)

16/36 (44.,4)
60/67 (89,5)
51/67 (76,1)

60/64 (93,7)

19/69 (27,5)

34/69 (49,3)

1/69 (1,4)

10/69 (14,5)

5/69 (7,2)

12/60 (20,0)

16/25 (64,0)

9/25 (36,0)
16/25 (64,0)

0/25 (0,00)

11/12 (91,7)

3/6 (50,0)
24/25 (96,0)
22/25 (88,0)

23/23 (100,0)

4/25 (16,0)

14/25 (56,0)

0/25 (0,0)

5/25 (20,0)

2/25 (8,0)

4/23 (17,4)

0,000

0,000

0,447

0,051

0,440

0,259

0,364

0,009

101



102

Melhora parcial (%)  40/60 (66,7) 15/23 (65,2) 0,642
Falha (inalterado/pior) (%) 4/60 (6,7) 4/23 (17,4)
Perda seguimento (%) 4/60 (6,7) 0/23 (0,0)

Evolucio clinica em D180 !

Cura (melhora completa) (%)  36/60 (60,0) 13/23 (52,2)
Melhora parcial (%)  7/60 (11,7) 4/23 (17,4) 0,025
Falha (inalterado/pior) (%)  10/60 (16,7) 1/23 (3,5)
Perda seguimento (%) 3/60 (5,0) 1/23 (3,5)

Avaliacao de recidiva em

D360?
Recidiva (%) 4/36 (11,1) 1/13 (7,7) 1

*excluidos menores de 7 anos ~ ** excluidos menores de 18 anos !entre os que tiveram tratamento completo
2 entre os curados em D180 *** apenas casos com lesdo de pele

Parte 11

5.5 Acuracia dos testes para diagnostico da leishmaniose com comprometimento
mucoso

5.5.1 Testes moleculares

Trés protocolos para execugdo da técnica de PCR, variagdes da técnica ja em uso no CRL-
IRR, foram selecionados para avaliagdo de desempenho, sdo eles: cPCR com alvo génico
hsp70, qPCR usando sistema de deteccdo Syber e qPCR usando sistema de detecgdo
TagMan. Para tanto, material extraido de 83 bidpsias de lesdo mucosa foi avaliado, sendo
69 procedentes de pacientes com confirmacdo de leishmaniose e 14 de pacientes com

confirmagdo de outros diagndsticos nao leishmaniose, tal como ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Avalia¢ido da positividade de variacées da técnica de PCR aplicada aos casos

suspeitos de leishmaniose com comprometimento mucoso, Belo Horizonte, 2017-2020

Incluidos

n=126

Amostras lesdo de pele= 23
Amostras nio coletadas = 06
Amostra insuficiente= 14

Excluidos
N=43

B
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Legenda: : P: condigdo presente  A:condic¢@o ausente

Fonte: elaborado pela autora.

Os resultados das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e acuracia global
dos testes sdo apresentados na Tabela 13. A maior sensibilidade foi detectada para a técnica
qPCR Syber (94,2%), sem diferenca para a qPCR TagMan, ambas com especificidade de

85,7%, que nao foi diferente estatisticamente da especificidade da técnica cPCR hsp70.
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Tabela 13. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes moleculares para o

diagnostico de leishmaniose com comprometimento mucoso, Belo Horizonte, 2017-

2020

Sensibilidade (%)  Especificidade (%)

Acuracia (%)

Testes moleculares ICos% 1Co5% 1Cos%
() (n) (n)
94,2 (85,8-98,4) 85,7 (57,2-98,2) 92,8 (84,9-97,3)
qPCR Syber
(69) (14) (83)
87,0 (76,7-93,9) 85,7 (57,2-98,2) 86,7 (77,5-93,2)
qPCR TagMan
(69) (14) (83)
66,7 (54,3-77,6) 64,3 (35,1-87,2) 66,3 (55,0-76,3)
c¢PCR hsp70
(69) (14) (83)

Quadro 4 Significancia estatistica (valores de p) para as comparagdes de sensibilidade,

especificidade e acuricia entre os diferentes protocolos de PCR para Leishmania spp

(complementa tabel 13). Belo Horizonte, 2017-2020

qPCR Syber qPCR TaqMan

S: p=0,1488

E: p=1,000
qPCR TaqMan

A: p=0,1965

S: p<0,0001 S: p<0,0001

E: p=0,991 E: p=0,1991
c¢PCR HSP70

A: p<0,0001 A: p=0,0020

Legenda: S: sensibilidade E: especificidade A: acuracia
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5.5.2 Imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina
O anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina para uso no exame de IHQ teve desempenho

avaliado em 54 amostras constituidas por fragmentos de bidpsia da lesdo mucosa, sendo
44 do grupo de pacientes com confirmagdo de leishmaniose e 10 amostras do grupo com
outros diagndsticos (controle). A discrepancia entre o nimero de amostras incluidas nesta
avaliagdo e o nimero de pacientes com e sem o diagnodstico de leishmaniose no estudo
clinico (Parte I) se deve a indisponibilidade de espécime clinico (tecido mucoso biopsiado),
seja pela ndo realizacdo de bidpsia no CRL-IRR ou uso esgotamento do material em
analises anteriores. A Figura 3 apresenta o resultado do exame de IHQ aplicado as amostras

de casos e ndo-casos de leishmaniose.

Figura 3. Avaliacdo da positividade da imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal anti-peroxidoxina entre casos de leishmaniose com comprometimento

mucoso e controles, Belo Horizonte, 2017-2020
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Os resultados das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e acuracia global

da imuno-histoquimica sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Sensibilidade, especificidade e acuriacia da imuno-histoquimica com
anticorpo monoclonal anti-peroxidoxina para o diagnostico de leishmaniose com

comprometimento mucoso, Belo Horizonte, 2017-2020

Especificidade (%)  Acuracia (%)

Sensibilidade (%)
ICos% 1Cos% ICos%
(44) (10) (54)

45,4 (30,4-61,1) 90,0 (55,5-99,7) 53,7 (39,6-67,4)
Imuno-histoquimica

5.5.3 Imunoensaios comerciais e in house baseados em antigenos de Leishmania spp.
aplicados ao diagndstico da doenca da leishmaniose com comprometimento mucoso
— critério de positividade definido pelo fabricante/desenvolvedor

Os resultados das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e acuracia
diagnostica dos testes sorologicos, segundo os critérios de positividade definidos pelos
fabricantes (VIRCELL® e SERION®) e cut-off identificado pela média da absorbancia do
ensaio em controles somado a dois desvios-padrao da medida (para os imunoensaios com

técnica in house) sao apresentados na Figura 4 e Tabela 15.
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Figura 4. Avaliacdo da positividade dos testes de imunoensaio entre casos de

leishmaniose com comprometimento mucoso e nio casos, segundo critério de

positividade informado pelo fabricante/desenvolvedor, Belo Horizonte, 2017-2020
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Tabela 15. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes sorologicos baseados em
imunoensaio para o diagnostico de leishmaniose com comprometimento mucoso,
critério positividade definido pelo fabricante/desenvolvedor, Belo Horizonte, 2017-
2020

Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acuracia (%)
Test
estes ICos% ICos% ICos%
soroldgicos
(n) (n) (n)
ELISA 71,7 (61,8-80,3) 95,6 (89,0-98,8) 83,0 (76,9-88,1)
PCPP (99) (90) (189)
62,3 (52,3-72,1) 97,8 (92,2-99,7) 79,4 (72,9-84,9)
VIRCELL®
(99) (90) (189)
B- 10,9 (5,3-19,1) 95,6 (89,0-98,8) 52,7 (45,2-60,2)
TUBULINA 92) (90) (182)
5,4(1,8-12,2) 97,8 (92,2-99,7) 51,1 (43,6-58,6)
LiHyV
(92) (90) (182)
21,2 (13,6-30,6) 83,3 (74,0-90,4) 50,8 (43,4-58,1)
SERION®
(99) (90) (190)




109

Quadro 5. Significincia estatistica (valor de p) para as comparacdes de sensibilidade,
especificidade e acuracia entre os diferentes testes sorologicos (complementa Tabela

15), Belo Horizonte, 2017-2020

VIRCELL® ELISA PCPP LiHyV SERION®
S: p=0,1606
E: p=0,4100
ELISA PCPP
A: p=0,3710
S: p<0,0001 S: p<0,0001
E: p=1,0000 E: p=0,4100
LiHyV
A: p<0,0001 A: p<0,0001
S: p<0,0001 S: p<0,0001 S: p=0,0015
E: p=0,0009 E: p=0,0078 E: p=0,0009
SERION®
A: p<0,0001 A: p<0,0001 A: p=0,9539
S: p<0,0001 S: p<0,0001 S: p=0,1739 S: p=0,0544
E: p=0,4100 E: p=1,0000 E: p=0,4100 E: p=0,0074
8-TUBULINA
A: p<0,0001 A: p<0,0001 A: p=0,7603 A: p=0,7143

Legenda: S: sensibilidade E: especificidade A: acuracia

De forma sucinta, os testes VIRCELL® e ELISA PCPP apresentaram as maiores
sensibilidades (71,7%, 1C95%61,8-80,3% e 62,3%, 1C95%52,3-72,1%), sem diferenca
significativa entre eles e superiores aos demais testes, sendo a especificidade de ambos
superior a 95%. A sensibilidade para os demais testes foi precaria, variando de 21,2 a 5,4%,

apesar de alta especificidade apresentada pelos testes in house LiHyV e Beta-tubulina

(acima de 95%).
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5.5.4 Imunoensaios comerciais e in house baseados em antigenos de Leishmania spp.
aplicados ao diagndstico da doenca da leishmaniose com comprometimento mucoso
- critério de positividade definido por curva ROC

A seguir sdo apresentadas curvas ROC construidas com a populacdo reunida neste estudo,
para todos os testes sorologicos em avaliagdo. Além da estimativa da acurécia global dos
testes, o que permite a comparacdo entre eles, a curva ROC permitiu a defini¢do dos
melhores pontos de corte para absorbancia dos ensaios imunoezimaticos e a estimativa do

melhor desempenho possivel, para cada teste, na populagdo em questdo.

Figura 5- Curva ROC para o teste ELISA VIRCELL®
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Figura 6 - Curva ROC para o teste ELISA in house ELISA PCPP
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Figura 7- Curva ROC para o teste ELISA in house LiHyV
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Figura 8- Curva ROC para o teste ELISA SERION®
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Figura 9 - Curva ROC para o teste ELISA in house B-Tubulina
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Os pontos de corte na absorbancia que definem a melhor relacdo entre sensibilidade e
especificidade para o diagndstico da leishmaniose com acometimento mucoso com o0s
diferentes testes sorologicos analisados, estabelecidos por curva ROC, estao apresentados
na Tabela 16, juntamente com os valores de absorbancia indicados pelo fabricante ou

desenvolvedor, quando disponivel, como critério de positividade do teste.

Tabela 16. Pontos de corte da absorbancia do ELISA para definicio de positividade
dos testes, segundo informacio do fabricante/desenvolvedor e definicio por curva

ROC, Belo Horizonte, 2017-2020

Valor da absorbancia

Testes Critério definido pelo Valor identificado por
fabricante/desenvolvedor Curva ROC
VIRCELL® Variavel por placa 0,587
ELISA PCPP 0,274 0,214
LIHYV 0,806 0,434
SERION® Variavel por placa 0,140
B-TUBULINA 1,187 1,001

Com base nos novos pontos de corte para absorbancia, definidos por curva ROC, foram
realizadas novas estimativas das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e
acuracia global para os testes soroldgicos, tal como apresentado na Figura 10 e Tabela. 17.
A maior sensibilidade foi observada para o teste VIRCELL® (91,9%, IC95% 84,7-96,5%,
seguido do ELISA PCPP (80,81%, 1C95%71,7-88,0%), sem diferenca de especificidade

entre eles.
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Figura 10 — Avaliacdo da positividade dos testes de imunoensaio entre casos de

leishmaniose com comprometimento mucoso e controles, segundo critério de

positividade estabelecido por curva ROC, Belo Horizonte, 2017-2020
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Tabela 17. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes sorologicos baseados em
imunoensaio para o diagnostico de leishmaniose com comprometimento mucoso,

critério positividade definido por curva ROC, Belo Horizonte, 2017-2020

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

Testes sorologicos ICo5% ICo5% ICo5%
(n) (n) (n)
91,9 (84,7-96,5) 94,4 (87,5-98,2) 93,1 (88,5-96,3)
VIRCELL®
(99) (90) (190)
80,81 (71,7-88,0) 92,22 (84,6-96,8) 86,2 (80,5-90,8)
ELISA PCPP
99) (90) (190)
35,9 (26,1-46,5) 88,9 (80,5-94,5) 62,1 (54,6-69,2)
LiHyV
(92) (90) (182)
61,6 (51,3-71,2) 57,8 (46,9-68,1) 59,8 (52,4-66,8)
SERION®
99) (90) (190)
31,5 (2,2-42,0) 86,7 (77,9-92,9) 58,8 (51,3-66,0)
B-TUBULINA
(92) (90) (182)

Quadro 6. Significancia estatistica (valor de p) para as comparacées de sensibilidade,
especificidade e acuracia entre os diferentes testes sorologicos (complementa Tabela

17), Belo Horizonte, 2017-2020

VIRCELL® ELISA PCPP LIHYV SERION®
S: p=0,0256
E: p=0,5561
ELISA PCPP
A: p=0,0275
S: p<0,0001 S: p<0,0001
E: p=0,1835 E: p=0,4505
LIHYV
A: p<0,0001 A: p<0,0001
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S: p<0,0001 S: p=0,0029 S: p=0,0004

E: p<0,0001 E: p<0,0001 E: p<0,0001
SERION®

A: p<0,0001 A: p<0,0001 A: p=0,6499

S: p<0,0001 S: p<0,0001 S: p=0,5289 S: p<0,0001

E: p=0,0783 E: p=0,2310 E: p=0,6529 E: p<0,0001
B-TUBULINA

A: p<0,0001 A: p<0,0001 A: p=0,5203 A: p=0,8446

Legenda: S: sensibilidade E: especificidade A: acuracia

A comparagdo entre a acuracia dos testes foi também realizada através da anélise das areas

sob a curva ROC, tal como apresentado na Tabela 18 e Quadro 7. Segundo o critério area,

os desempenhos dos testes foram significativamente diferentes, exceto para o ELISA

baseado na proteina LiHyV e o teste comercial SERION®, com a seguinte ordem

decrescente de acuracia: VIRCELL®, ELISA PCPP, LiHyV/SERION® e ELISA baseado

na proteina -Tubulina.

Tabela 18. Estimativa do desempenho dos testes sorologicos de acordo com area sob

a curva ROC, Belo Horizonte, 2017-2020

Testes avaliados

Area sob a curva ROC (IC95%)

VIRCELL®
ELISA PCPP
LiHyV
SERION®

3-TUBULINA

0,957 (0,918-0,981)
0,887 (0,833-0,928)
0,694 (0,621-0,760)
0,608 (0,534-0,678)

0,559 (0,484-0,633)
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Quadro 7. Significincia estatistica (valor de p) para as comparagdes da drea sob a
curva ROC entre os diferentes testes sorologicos (complementa Tabela 18), Belo

Horizonte, 2017-2020

VIRCELL® ELISA PCPP LiHyV SERION®
ELISA PCPP p=0,0146

LiHyV p<0,0001 p=0,0001

SERION® p<0,0001 p<0,0001 p=0,1385

8-TUBULINA p<0,0001 p<0,0001 p=0,0226 p=0,4061
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6 DISCUSSAO

Em pouco mais de quatro anos desde o inicio de uma coorte, 102 pacientes com
leishmaniose e comprometimento mucoso foram reunidos, permitindo essa primeira
avaliacdo que representa parte do esforco na construgdo de informagdes robustas e
continuadas sobre a doenga. Estudos sobre a forma mucosa da leishmaniose enfrentam
grandes desafios. Além do baixo grau de investimento, o nimero de casos relativamente
pequeno, em relacdo ao total de casos de LT, dificulta o recrutamento de pacientes e torna
os centros de referéncia ainda mais responsaveis pela producao das evidéncias necessarias
para sustentar recomendagdes de manejo da doenga. No Brasil, sdo menos de 1.500 casos
por ano caracterizados com a forma mucosa da leishmaniose, o que ainda assim se reveste

de grande relevancia diante da alta morbidade representada pela doenca.

Nesta série, L. braziliensis foi confirmada como o agente predominante da leishmaniose
como ja relatado na literatura: 97,8% dos casos que tiveram espécie infectante identificada.
Em analises realizadas na Coldmbia MUVDI-ARENAS & OVALLE-BRACHO (2019b)
observaram L. braziliensis em 88% das amostras e L. guyanensis em 2%. SOUZA
CASTRO e colaboradores (2018) num estudo de caracterizacdo de espécies de Leishmania
em Mato Grosso do Sul encontraram 69,8% de pacientes infectados por L. braziliensis. O
unico paciente com doenca causada por L. guyanensis, embora residente em Minas Gerais,
relatou ter residido por vérios anos no estado do Amazonas, regido norte do Brasil, até o
aparecimento das lesdes. Importante ressaltar que esse paciente apresentava acometimento
mucoso no contexto de doenga cutanea disseminada, constatagdo importante também para
corroborar o espectro clinico de doencga causada pela espécie L. guyanensis. NAIFF;
TALHARI; BARRETT (1988) isolaram L. guyanensis em trés pacientes com leishmaniose
mucosa na regido norte de Manaus. Nesse estudo, um paciente (24 anos) apresentava a
forma disseminada. Todos foram tratados com pentamidina com total cicatrizacdo das

lesGes.

A principal observacao deste estudo foi a confirmacdo de diferentes apresentacdes clinicas
de leishmaniose com comprometimento mucoso, distintas em relacdo a aspectos
demograficos, clinicos e progndsticos. Apesar da maior propor¢ao dos pacientes apresentar

algum acometimento cutdneo simultaneamente a lesdo mucosa (51%), em 78,8% dos
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pacientes, a pele acometida restringia-se as adjacéncias da mucosa alterada, sugerindo
tratar-se de uma extensdo por contiguidade. Outra observacdo ¢ a tendéncia de lesdes de
pele contiguas as mucosas serem do tipo infiltrativa ou em placa (75,6%), diferentemente
do observado em pacientes com lesdes cutdneas a distdncia, em quem predominavam
lesdes ulceradas (63,6%). Entre todas as apresentagdes clinicas de comprometimento
mucoso na leishmaniose tegumentar, a apresentacdo historicamente reconhecida como
tipica, aquela que acomete o nariz ou vias aero-digestivas altas, seja de forma isolada ou
com alteracdo apenas da pele adjacente, representou 68% dos pacientes retratados nesta
série (69/102). Segundo nossas observacdes, 57,8% dos pacientes com esta apresentacao
tinham idade acima de 60 anos, sendo a mediana de tempo de sintomas até a avaliagdo
especializada de aproximadamente 12 meses e a taxa de falha terapéutica aos seis meses
de seguimento trés vezes maior do que a taxa do grupo com lesdes de pele a distancia
(16,7% vs. 3,5%). Estes dados confirmam a existéncia de subgrupo com doenca mucosa
isolada, mediana de idade na 5* década de vida e prognostico menos favoravel que as
demais apresentacdes. Achado importante que ndo ¢ relatado nas publicagdes cientificas

e que deveria constar nas recomendagdes do MS.

A predilecdo da leishmaniose pela mucosa nasal foi confirmada, presente em 89,2% dos
casos em nossa casuistica, como ja amplamente observado na literatura. Em estudo
avaliando 21 pacientes com leishmaniose com acometimento mucoso (DINIZ, COSTA &
GONCALVES (2011) encontraram 94% das lesdes na mucosa nasal apenas ou em
associagdo com a mucosa orofaringea. Por outro lado, observamos que o acometimento
isolado da mucosa oral foi raro nesta série de pacientes (11,8%), sugerindo que seu achado

leve a investigacdo de outras possiveis etiologias.

Pacientes com doenca restrita 8 mucosa relataram mais tempo de sintomas até a avaliagdo
especializada (mediana de 12 meses) em comparacdo com pacientes com lesdes de pele
concomitantes, sendo tanto maior o niimero de lesdes, menor o tempo de sintomas até a
avaliagdo médica. A mesma observacao, sobre o longo tempo de evolucao da doenga até o
diagndstico, se repetiu para subgrupos de pacientes com lesdo de pele contigua a mucosa,
80% dos quais tinham o nariz como o local da doenga, e nos pacientes com doenca restrita
ao nariz. Em todos os casos, a auséncia de lesdes visiveis na pele, com suas implicagdes
sociais e psiquicas, possivelmente explicou o atraso na avaliagdo médica especializada.

Adicionalmente, a observacdo pode refletir também a dificuldade do sistema de saude de
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detectar e investigar uma condi¢cdo na maioria das vezes pouco acessivel ao médico

generalista, contando com os recursos disponiveis em unidades basicas de saude.

Em que pese a inexisténcia de uma defini¢do clara para a forma disseminada da
leishmaniose, o limite de 10 lesdes em diferentes segmentos corporais tem sido
frequentemente usado por pesquisadores no Brasil (CARVALHO et al., 1994;
MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; VERNAL et al., 2016) e no Velho Mundo
(GELANEW et al, 2011). No CRL-IRR, esta ¢ uma apresentagdo relativamente
infrequente da leishmaniose cutdnea. Além de associada a aspectos imunoldgicos do
hospedeiro (TURETZ et al., 2002), a condi¢do tem implicagdes terapéuticas diante da
impossibilidade do uso de abordagens locais. Assim, com o intuito de conferir sensibilidade
ao critério e para manter alinhamento com o protocolo terapéutico do servigco, no CRL-
IRR, o limite de seis lesdes de pele foi estabelecido como a defini¢do operacional da forma
disseminada da leishmaniose. Na presente andlise, todas as comparagdes de subgrupos
foram realizadas usando o critério de seis ou 10 lesdes como o limite para a defini¢cdo da
forma disseminada, sem diferenca nos resultados obtidos. Entre os pacientes incluidos na
coorte, nove tinham mais de seis lesdes de pele (7,1%), dos quais 3 tinham mais de 10
lesdes (2,4%). A associacdo entre forma disseminada e comprometimento mucoso ja foi
avaliada por TURETZ et al. (2002) em estudo em Corte de Pedra (Bahia, Brasil), com odds
ratio estimada em 34,2 (IC95% 14.18-78.28) em relagdo a forma cutanea da leishmaniose.
De relevante, sobre os pacientes com multiplas lesdes de pele na nossa série, trata-se de
subgrupo com mediana de idade significativamente menor em comparagdo com pacientes
com até seis lesdes cutaneas (44,5 vs. 62,0, p= 0,024), caracterizando uma apresentacao

clinica distinta da forma restrita & mucosa.

Em nossa casuistica, 26,5% dos pacientes com doenga mucosa tinham passado de LC. Este
percentual ¢ menor que o encontrado em outras séries, nomeadamente 38% por DINIZ;
COSTA; GONCALVES (2011), 82,6% por GUERRA e colaboradores (2011) e 70% por
(LLANOS-CUENTAS et al., 1984) o que pode refletir nossa estratégia ampliada para a
definicdo da condi¢do leishmaniose com comprometimento mucoso, que incluiu qualquer
apresentacao clinica com mucosa acometida, mesmo aquelas por outros classificadas como
forma disseminada, ou formas cutaneas com extensdo mucosa. Diferentes vieses de

memoria e aferi¢do também podem explicar o menor percentual encontrado nesse trabalho.



121

As taxas de cura aqui descritas também diferem das esperadas para LM, refletindo uma
abordagem intencionalmente conservadora na interpretagdo dos desfechos, prudéncia
necessaria a um desenho de estudo observacional e baseado na compilacdo de dados de
registros médicos. Segundo o critério adotado, os desfechos de interesse (cura e falha
terapéutica) foram computados para o total de pacientes que completaram o tratamento de
leishmaniose, proposto apds o diagndstico, ou seja, as perdas durante o seguimento de cura
permaneceram entre o total de casos tratados, o que tende a subestimar as taxas de cura.
Esta abordagem provavelmente contribuiu para explicar as baixas taxas de cura
encontradas em comparacdo com as descritas em revisdo da literatura, estimada em 88%
com antimoniato de meglumina por AMATO e colaboradores (2007). Por sua vez, estudo
mais recente realizado por CUNHA e colaboradores (2015) encontrou eficacia de 93,1%
em 29 pacientes tratados com anfotericina B lipossomal em Sao Paulo. Importante ressaltar
que as taxas de cura aqui observadas ndo se alteraram significativamente em analise de
subgrupo incluindo apenas os pacientes submetidos aos tratamentos recomendados pelo
Ministério da Saude do Brasil (AM, anfotericina B e miltefosina). De forma sucinta, 84,7%
dos pacientes tratados apresentaram melhora na avaliagdo em D90, mas apenas 57,1%
foram considerados curados na avaliagcdo definitiva aos seis meses de seguimento (D180),
quando 25,3% mantinham atividade da doenca. Por sua vez, na avaliagcdo realizada apos
um ano do tratamento, pouco mais da metade dos pacientes (50,5%) tiveram doenga inativa
confirmada. Estes nimeros revelam o desafio do tratamento da leishmaniose com
comprometimento mucoso, doenga caracterizada por uma resposta lenta, tendéncia a
recorréncia e alto percentual de casos com resposta apenas parcial. Infelizmente o nimero
de participantes e o desenho observacional deste estudo ndo permitem a comparagao direta
do desfecho cura entre os pacientes submetidos aos diferentes tratamentos. Condigdes
clinicas tais com idade, presenca de comorbidade e variacdo da apresentagdo da
leishmaniose certamente determinaram a escolha do medicamento prescrito, com impacto

direto na taxa de cura.

Sobre o desempenho dos diferentes métodos diagnosticos, dificuldade comum aos estudos
com qualquer das formas de leishmaniose ¢ a escolha do teste padrdo ouro para a
confirmacdo da doenga. Apesar da alta especificidade do exame parasitoldgico, sua
sensibilidade sub 6tima tem representado o principal desafio nos estudos de acuracia. A

reconhecida escassez parasitaria, dificuldade técnica para a realizacdo de bidpsia de
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mucosas e falta de otorrinolaringologistas nas unidades basicas de saude aumentam a

dificuldade de avaliag¢do de testes para a leishmaniose com comprometimento mucoso.

Neste estudo, foi avaliado um teste diagnostico em desenvolvimento por nosso proprio
grupo de pesquisa, o ELISA com antigeno de L. braziliensis e testes em fase de
desenvolvimento por outro grupo de pesquisa, e técnica de IHQ com anticorpo monoclonal
anti-peroxidoxina e dois kits comerciais. Resultados prévios usando a plataforma ELISA
justificaram a busca por tantos kits quantos fosse possivel, sejam os comercialmente
disponiveis, sejam aqueles em fase de validagdo clinica. Ja os testes moleculares, o racional
foi avaliar a equivaléncia ou superioridade de diferentes sequéncias genéticas (alvos) e
variagdes na metodologia de execucdo da reagdo molecular, em relagdo ao teste
convencional baseado em kDNA, em busca de melhor desempenho. Apesar do esforco,
que incluiu a avaliacdo de desempenho dos testes soroldgicos explorando dois critérios de
positividade, poucas diferencas na reatividade aos testes foram observadas entre grupos de
pacientes com diferentes apresentagdes clinicas, o que exige reflexdo. Uma possibilidade
seria que a hipotese norteadora deste trabalho esteja equivocada, ou seja, as diferentes
manifestagdes clinicas de leishmaniose com comprometimento mucoso niao determinariam
comportamentos distintos frente aos testes diagnosticos. Outra possibilidade € que o estudo
ndo tenha sido capaz de detectar diferengas, seja pelo pequeno tamanho amostral nos
subgrupos, seja pelo agrupamento dos casos sem correspondéncia com suas verdadeiras

similaridades.

Considerando os critérios de positividade definidos pelos fabricantes e desenvolvedores,
dois imunoensaios, ELISA PCPP “in house” (antigenos de L. braziliensis) e o kit ELISA
comercial VIRCELL® (antigenos de L. infantum) exibiram as maiores sensibilidades:
71,7% (1C95% 61,8-80,3) e 62,3% (IC95% 52,3-72,1), respectivamente, com
especificidade de 95,6% (IC95% 89,0-98,8%) e 97,8% (1C95% 92,2-99,7%), para ambas
a medidas ndo houve diferenca estatistica entre eles. Importante salientar a similaridade
de desempenho para dois testes, mesmo que baseados em antigenos de diferentes espécies,
com especial atencdo ao fato de L. infantum ndo ser o agente etiologico da forma
tegumentar da leishmaniose. Tal observagdo ¢, contudo, justificada, dada a similaridade
gendmica entre as varias espécies de Leishmania spp. Como exemplos desta constatacao,
utilizando um teste ELISA preparado com antigeno recombinante Hsp83 (rHsp83) de L.
infantum, CELESTE e colaboradores (2014) encontraram 100% de sensibilidade em 14
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pacientes com leishmaniose mucosa. Por sua vez, ROMERO e colaboradores (2005)
também encontraram alto desempenho (98,2%) de testes sorologicos usando antigenos de
L. amazonensis no diagnodstico de pacientes com doenca causada por L. braziliensis. Ainda
que antigenos espécie-especificos ndo sejam essenciais para o bom desempenho de um
teste diagnostico para leishmaniose, o uso de antigenos de L. braziliensis, em sua forma
bruta, isolada ou recombinante, poderia ser o caminho mais l6gico de um plano de
desenvolvimento de teste imunoldgico para as LT nas Américas. Em revisdo sistematica,
FREIRE e colaboradores (2021) identificaram nove estudos avaliando o desempenho de
23 antigenos para o diagndstico de leishmaniose mucosa, incluindo 19 proteinas
recombinantes, trés peptideos sintéticos e uma proteina purificada. Nove destas proteinas
sdo derivadas de L. infantum e 14 de L. braziliensis, confirmando estas espécies de
Leishmania como as mais estudadas para o desenvolvimento de testes diagnosticos para

LT.

O ELISA PCPP ja havia sido avaliado previamente para o diagndstico de pacientes com
lesdo em mucosa. Em sua dissertagdo, OLIVEIRA (2018) avaliou 60 soros de pacientes
com suspeita de leishmaniose mucosa, tendo encontrado acurécia similar a observada neste
estudo, de 73,3% (sensibilidade de 60% e especificidade de 100%). Por sua vez,
JUNQUEIRA PEDRAS (2003), em uma amostra com 36 pacientes, descreveu 97% de
sensibilidade e 71% de especificidade para o teste. Estas discrepancias sugerem que fatores
relacionados a padronizacdo do imunoensaio, ou diferencas ainda nao identificadas entre
os pacientes, podem resultar em variagdes significativas no desempenho do teste, indicando
a necessidade de novas etapas de aprimoramento e validagdo. Um fator positivo a ser
mencionado ¢ a ndo ocorréncia de reagdes falso positivas do ELISA PCPP com os soros
dos trés pacientes com paracoccidioidomicose, o principal diagnostico diferencial da
leishmaniose com acometimento mucoso. E, também, nenhuma reagdo cruzada com as
amostras de 11 individuos saudéveis residentes em Belo Horizonte, drea endémica para
LV, condi¢do reconhecida como relacionada a perda de especificidade da sorologia para

LT.

De especial importancia foi a observag¢do de diferenca na positividade no teste ELISA
PCPP entre subgrupos com diferentes apresentacdes clinicas nesta série: maior proporgao
de pacientes reativos ao ELISA PCPP foi observada entre pacientes com multiplas lesdes

cutaneas e ndo contiguas (92,7%) em relacdo aos pacientes com doenga restrita ao nariz



124

(72,4%). Trata-se, o primeiro grupo, justamente de pacientes mais jovens (sem diferenga
estatistica) e com menor tempo de doenca (8 vs. 12 meses), o que suscita duas possiveis
explicagdes: a primeira relacionada & maior carga parasitaria gerando resposta humoral
mais potente, seja por se tratar de pacientes com formas mais exuberantes da doenca, seja
por estarem em fase mais precoce ap6s a infec¢do. Ja a segunda estaria associada a uma
resposta imune mais vigorosa produzida por pacientes mais jovens, capaz de gerar altos
titulos de anticorpos. Entretanto, diferentemente, VALLI e colaboradores (1999),
utilizando antigenos de L. braziliensis e L. mexicana, encontraram média de densidade
otica significativamente maior no grupo de pacientes com leishmaniose mucosa em relagao
a média encontrada entre pacientes com LC. Os autores sugerem que os altos niveis de
anticorpos IgG presentes entre pacientes com lesdo mucosa se devem exatamente ao maior
tempo de evolu¢do da doenga. Estas sdo apenas tentativas de explicagdo da observagao,
diante da impossibilidade de atestar assertivamente os determinantes da evolugdo clinica e
do comportamento dos diferentes grupos de pacientes frente aos testes diagnosticos. Sem
uma explica¢do documentada para o fendmeno, tais discrepancias apenas confirmam toda

a heterogeneidade presente nos estudos de leishmaniose.

Os demais testes soroldgicos avaliados apresentaram resultados de acurdcia em torno de
50%, mesmo usando o critério de positividade estabelecido por curva ROC com a propria
amostra deste estudo, o que tende a produzir o melhor desempenho possivel. No geral, o
baixo desempenho e as diferengas entre os testes revelam a dificuldade de desenvolvimento
de um teste soroldgico para LT, confirmando a auséncia de um padrao de resposta humoral,
comportamento diverso do observado para a forma visceral. Ainda sobre o desempenho
dos cinco testes soroldgicos avaliados, apesar da inexisténcia de pardmetros minimos de
desempenho estabelecidos como necessarios para um teste diagnostico na leishmaniose
tegumentar, € possivel afirmar que nenhum dos avaliados alcangou acuricia razoavel para
ser usado. Seja na avaliagdo de triagem de casos suspeitos (quando se deseja uma
sensibilidade o mais proxima possivel de 100%), seja na confirmag¢ao diagnostica (quando
se deseja uma especificidade o mais proxima possivel de 100%). Importante ressaltar que
aspectos metodoldgicos podem ter influenciado esses resultados. O pequeno nimero de
pacientes com suspeita de leishmaniose e confirmagao de outra doenga (grupo de ndo-casos
= 24) exigiu o uso de painel sorologico comercial para compor o grupo controle. Embora
a estratégia tenha corrigido a limitagdo amostral, ¢ necessario reconhecer que ndo sao

controles ideais em um estudo de acurécia, pois ndo representam de forma fidedigna a
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populagdo alvo em quem o teste sera realizado, para esclarecimento de comprometimento
mucoso. Como exemplo, seis dos sete soros com resultados falso positivos para o teste
ELISA PCPP eram soros com marcadores para Zika virus (uma amostra), hepatite B (uma
amostra) e dengue (quatro amostras) adquiridos comercialmente. Avaliacdo das 24
amostras de soro do grupo ndo casos revelou especificidade elevada, variando de 100 a
83,3%. Estes resultados precisam ser confirmados em outros estudos, com um nimero

maior de amostras.

Os métodos moleculares vém sendo cada vez mais utilizados para o diagnostico de doencas
infecciosas e identificagdo de patdogenos pela, em geral, alta sensibilidade e especificidade.
Um dos aspectos mais criticos para o desenvolvimento de um teste molecular ¢ a escolha
do alvo antigénico, pois envolve reconhecimento de toda diversidade e especificidade das
sequencias, sua variabilidade, repetibilidade e grau conservacdo entre espécies de
Leishmania (CONTER et al., 2019). Portanto, a escolha correta do alvo para o desenho dos
iniciadores influencia diretamente o desempenho da técnica. Nesse estudo foram avaliadas
trés tecnologias distintas: qPCR sistema de deteccdo Syber para kDNA, qPCR sistema de
deteccdo Tagman para SSU rRNA e PCR convencional para o gene hsp70.

Duas técnicas de PCR apresentaram valores de acurdcia comparaveis neste estudo, a qPCR
Syber kDNA (91,8% de acuracia, sensibilidade de 93% e especificidade de 85,75%) ¢ a
qPCR Tagman SSU rRNA (85,9% de acuricia, com sensibilidade de 85,9% e
especificidade de 85,7%). Sao técnicas que utilizam alvos ou sequéncia génicas
significativamente diferentes: enquanto a primeira consiste em aproximadamente 10.000
copias de mini circulos de kDNA do cinetoplasto, a segunda € representada por 20 a 400
copias do gene SSU-rRNA (CONTER et al., 2019). Ja a técnica cPCR hsp70, que exibiu a
menor acuricia, 66,7% (sensibilidade e especificidade de 64%), baseia-se na detec¢do da
regido génica codificadora da proteina 70 de choque térmico (hsp70) no DNA de
Leishmania e que possui entre uma e quinze copias, dependendo da espécie. Outros
resultados ja publicados com estas técnicas diferiam dos aqui obtidos. Em estudo avaliando
13 pacientes com leishmaniose mucosa, GOMES et al., (2017) encontraram 69% de
sensibilidade e 100% de especificidade para o qPCR Syber kDNA. Utilizando o sistema
TagMan kDNA, os mesmos autores encontraram 46% de sensibilidade. E importante
ressaltar que foram utilizados primers diferentes dos empregados nesse trabalho. Por sua

vez, FILGUEIRA et al. (2020) avaliaram a cPCR hsp70, também com primer diferente do
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utilizado por nds, e encontraram 77% e 75% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente, num estudo com 21 amostras de pacientes com leishmaniose mucosa.
Contudo, a falta de padronizacgao das técnicas de PCR impede a plena interpretacdo destas
diferengas de desempenho e reduzem a validade externa das comparagdes. Por outro lado,
estas andlises sdo uteis na busca constante do CRL-IRR pela validacdo e implementacao

de métodos de alto desempenho para uso na atividade assistencial e em pesquisa.

Ponto importante a ser mencionado ¢ a identificacdo de duas amostras de mucosa de
pacientes classificados como controles (outro diagnostico) com resultado positivo nas
técnicas moleculares em avaliagdo, o que justifica a especificidade apresentada para as
técnicas. Os dois casos foram positivos em duas técnicas: um paciente com diagnostico
parasitolégico confirmado de hanseniase teve resultados positivos para qPCR Syber kDNA
e TagMan kDNA. Foi tratado para Mycobacterium leprae e evoluiu com melhora completa
das lesdes mucosas. O outro paciente, com apresentacdo infiltracdo discreta na mucosa
nasal e relato de sintomas nasais recorrentes, teve o diagnostico de leishmaniose descartado
por ocasido de sua avaliacdo diante dos resultados iniciais negativos e desaparecimento
completo dos sinais e sintomas nasais sem qualquer tratamento, tendo tido diagnostico
clinico presuntivo de rinite recorrente. No ambito deste estudo, a amostra foi submetida as
trés técnicas com resultado positivo em todas elas, nomeadamente qPCR Syber kDNA,
TagMan kDNA e cPCR hsp70. O paciente foi reavaliado ap6s conhecimento destes
resultados e se encontrava assintomatico, sendo proposto um seguimento frequente em
longo prazo. Nos dois casos, a positividade em mais de um teste suscita a possibilidade de
uma verdadeira infeccdo por Leishmania possivelmente assintomadtica, ou seja, ndo
relacionada as manifestagdes apresentadas. Situagio descrita por (CANARIO et al., 2019)
que detectaram DNA do parasito, em mucosa nasal clinicamente saudavel, em 7,8 (12/153),
sugerindo um tropismo precoce de L. braziliensis para a mucosa nasal. Sob essa
perspectiva, a perda de especificidade seria justamente relacionada a alta sensibilidade do
teste molecular, o que implica no reconhecimento das limita¢des de sua aplicagdo em area

de alta transmissao de leishmaniose.

Por fim, em relagdo a IHQ, propor¢do significativamente menor de casos positivos ao
método foi observada em grupo de pacientes com lesdo mucosa exclusiva (41,4%), em
comparagdo com a proporcao de positividade entre pacientes com acometimento cutdneo

simultaneo (53,3%), grupo com menor tempo de sintomas (8 meses) e possivelmente
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associado a carga parasitaria mais alta, o que em tese aumentaria a chance de identificacdo
do parasito pela IHQ. Até o momento, esse € o primeiro estudo que avaliou o desempenho
da técnica para o diagndstico de pacientes com leishmaniose com acometimento mucoso
utilizando anticorpos monoclonais anti L. braziliensis. A acuracia da técnica foi de 53,7%
(sensibilidade de 45,4% e especificidade de 90%). Apesar da baixa sensibilidade em
comparagdo com o PCR - teste de referéncia, e das questdes logisticas envolvidas na
execu¢do de um exame que exige a realizacdo de biopsia, ¢ preciso notar o acréscimo
promovido pela técnica em relagdo ao exame histologico padrdo, sobretudo em lesdes
contendo poucos parasitos, 0 que torna sua incorpora¢cdo como uma ferramenta adicional
para a otimizacdo da capacidade diagndstica em locais que contam com o exame
anatomopatologico como Unica estratégia para confirmagdo da LT, realidade em muitos
municipios de Minas Gerais. Esta mesma observagao de acréscimo de positividade com a
IHQ ja foi realizada por outros autores. Utilizando anticorpos policlonais de L. braziliensis
panamensis, SALINAS e colaboradores (1989) obtiveram 61,3% de positividade
utilizando peroxidade vs. 34,6% da histopatologia em 250 pacientes com LC e 10 pacientes
com lesdes mucocutdneas. Em outro estudo, em amostras de 48 pacientes com LC,
GONZALEZ e colaboradores (2019) utilizando anticorpos policlonais de L. amazonensis

encontraram 76,1% vs. 50% de positividade para a IHQ comparada com a histopatologia.

De forma resumida, nossas observagdes sugerem a existéncia de ao menos dois grupos de
pacientes com comprometimento mucoso por leishmaniose, aqueles com lesdo mucosa
exclusiva ou com acometimento simultaneo de pele limitado a adjacéncia da mucosa, e um
grupo com lesdes de pele a distancia. O primeiro grupo apresenta maior mediana de idade,
geralmente se apresenta com mais tempo de sintomas, tem menor probabilidade de ter seu
diagnostico confirmado histologicamente, mesmo com auxilio do método de imuno-
histoquimica e chance de falha terapéutica trés vezes maior do que pacientes do segundo
grupo, mais jovem, que procura assisténcia médica especializada com menos tempo de
sintomas, tem lesdes de pele e maior probabilidade de cura aos 180 dias com o tratamento
especifico. Neste grupo mais jovem e com menos tempo de sintomas, aparentemente o teste
sorologico que utiliza antigenos de L. braziliensis foi mais sensivel em indicar a presenga
da infec¢do que no grupo com a forma mais tardia. Estes sdo resultados precisam ser
confirmados em maior nimero de pacientes e em outras séries, mas corroboram a
possibilidade de marcadores soroldgicos auxiliarem no diagndstico da leishmaniose

tegumentar com comprometimento mucoso. Por fim, um aspecto a ser discutido seria a
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pertinéncia de uma abordagem terap€utica comum para estes dois grupos de pacientes, com
a forma mucosa restrita ou acompanhada por lesdes de pele a distdncia. No CRL-IRR, os
pacientes com acometimento mucoso, independente da forma clinica, tém sido tratados
como pacientes com a forma mucosa tardia, com esquemas terapéuticos que envolvem dose

e tempo maiores.

Este estudo tem vdarias limitagdes. Apesar do esfor¢co em reunir uma populagdo
representativa dos casos suspeitos de leishmaniose com comprometimento mucoso € usar
uma abordagem de testagem em paralelo, por tratar-se de doenca com prevaléncia baixa, o
numero amostral final impde cautela na interpretagdo dos resultados. Além disso, sendo o
local do estudo um centro de referéncias para leishmaniose, um pequeno numero de
pacientes com outras etiologias justificando o comprometimento mucoso era esperado.
Esta situacdo gerou despropor¢do entre casos e ndo-casos, limitando a andlise de
desempenho de testes diagnosticos, o que foi parcialmente contornado pelo uso de painel
de soros comerciais para compor o grupo controle na avaliagdo de acurécia dos testes
sorologicos. Os subgrupos de pacientes com as diferentes apresentagdes clinicas sdo ainda
pequenos. Além disto, os espécimes clinicos ndo foram suficientes para a execugdo de
todos os testes em avaliagdo em toda populacdo do estudo. Apesar de protocolo
padronizado de coleta de dados implantado na rotina assistencial, a busca de informagdes
evolutivas em registros médicos também pode ter gerado imprecisoes e algumas perdas de
informacao, tais como na defini¢do da cronologia das lesdes de pele e mucosa. Por fim, o
desenho observacional impede uma comparacdo direta de varidveis evolutivas entre
pacientes submetidos aos varios tipos de tratamentos, dadas as diferengas ndo controladas

entre estes grupos que poderiam influenciar os desfechos.

Como uma sintese de nossas observagdes sobre o desempenho das trés metodologias
moleculares estudadas nesse trabalho, a qPCR sistema Syber e a TagMan kDNA foram as
que apresentaram o melhor desempenho para o diagndstico da leishmaniose com
comprometimento mucoso. Porém, sdo técnicas que exigem laboratoérios de complexidade
alta o que inviabiliza o uso fora dos grandes centros urbanos. Dos testes imunoldgicos,
ELISA VIRCELL® e ELISA PCPP foram, comparativamente, aqueles com os melhores
desempenhos, mas ndo alcancaram acuracia suficiente para sua incorporacdo imediata a
pratica, sendo necessario novos estudos em outras populagdes antes de serem incorporados

aos algoritmos diagnosticos da leishmaniose com acometimento mucoso, possivelmente
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em combinagdo com outros testes. Por fim, apesar da baixa sensibilidade isolada, a THQ
consiste em ferramenta complementar ao exame histologico, facilitando a identificacdo da

amastigota.

Infelizmente estes resultados ndo sdo suficientes para a proposi¢cdo de um algoritmo para
abordagem especifica e sistematizada para pacientes com suspeita de leishmaniose com
lesio mucosa em diferentes manifestacdes. Entretanto, as observagdes deste estudo
reforcam a necessidade da distingdo de ao menos duas formas clinicas da doenca, que
teriam na presenca de lesdes de pele a distancia o melhor critério para sua diferenciagao.
Como proposi¢do para a vigilancia e para a pesquisa, estas diferentes apresentacdes de
leishmaniose com lesdo mucosa precisariam ser claramente identificadas, a fim de gerar os
dados de morbidade necessarios para uma futura recomendag¢do de manejo baseada em

evidéncias.

A gravidade do acometimento mucoso na leishmaniose ¢ significativa, tendo em vista
comprometimento funcional e a estigma social provocados. A deformagdo resultante da
destrui¢ao mucosa s6 muito raramente pode ser passivel de corre¢do cirtirgica e deixa ao
paciente a saga de conviver com a disfun¢@o das vias aéreas superiores e seus consequentes
processos infecciosos, ou com degluticio quase impossibilitada pelo desvio do alimento
para o trato respiratério e suas dramaticas complica¢des. Menos grave, do ponto de vista
funcional, mas ndo menos importante, do ponto de vista social, ¢ a mutilacdo da face. Uma
das estratégias para minimizar estes danos € o acesso ao diagnodstico oportuno e a oferta de
tratamento adequado e seguro. Estes resultados devem se juntar a outros e auxiliar no
reconhecimento das principais caracteristicas clinicas e prognosticas de pacientes
acometidos por leishmaniose com comprometimento mucoso na busca por uma abordagem
mais especifica e eficiente. Em ultima analise, no alcance da melhoria da vida dos pacientes

com leishmaniose e lesdo mucosa.
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7CONCLUSOES

Sdo conclusdes deste estudo:

1.

Existem ao menos duas apresentagdes clinicas de leishmaniose com
comprometimento mucoso: uma forma caracterizada por lesdo mucosa
exclusiva ou com acometimento simultaneo de pele limitado a adjacéncia da
mucosa, acometendo adultos na 5* década de vida, mediana de 12 meses de
sintomas, menor probabilidade de ter seu diagndstico confirmado
histologicamente, mesmo com auxilio do método de imuno-histoquimica e
risco de falha terapéutica trés vezes maior do que o outro, caracterizado por
lesdo mucosa acompanhada por lesdes de pele a distdncia, mais jovem e maior

probabilidade de cura aos 180 dias com o tratamento especifico;

Entre cinco testes sorologicos avaliados, os imunoensaios ELISA PCPP in
house (antigenos de L. braziliensis) e o kit ELISA comercial VIRCELL®
(antigenos de L. infantum) exibiram as maiores sensibilidades para o
diagnostico de leishmaniose com comprometimento mucoso: 71,7% (IC95%
61,8-80,3) € 62,3% (IC95% 52,3-72,1), respectivamente, com especificidade de
95,6% (1C95% 89,0-98,8%) e 97,8% (I1C95% 92,2-99,7%), para ambas as

medidas nao houve diferenca estatistica entre os testes;

Em comparagdo com teste de referéncia representado pelo exame parasitologico
ou PCR convencional baseado em kDNA, as técnicas de PCR em tempo real
Syber kDNA e Tagman SSU rRNA apresentaram desempenho similar: 91,8%
de acurécia (sensibilidade de 93% e especificidade de 85,75%) e 85,9% de

acurdcia (sensibilidade de 85,9% e especificidade de 85,7%), respectivamente;

A acurdcia da técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpo monoclonal
anti L. braziliensis foi de 53,7% (sensibilidade de 45,4% e especificidade de
90%);
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5. As comparacdes entre os subgrupos de pacientes com as diferentes formas
clinicas de leishmaniose com lesdo mucosa ndo permitiram a proposi¢do de um

algoritmo para abordagem especifica e sistematizada dos pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDACAQ ° W"F
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira

Pesquisador: Glaucia Femandes Cota

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 63259316.5.0000.5091

Instituigio Proponente: Centro de Pesquisas René RachowFundagio Oswaldo Cruzf CPgRRY
Patrocinador Principal: Centro de Pesquisas René RachowFundacio Oswaldo Cruzf CPgRRY FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.957 508

Aprezentagio do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa prospective, uma corte transversal em um estudo maior (coorte). A
populagdo a ser estudada & composta de pacientes com suspeita de Leishmanicse Mucosa (LM) avaliades
em centro de referéncia para tratamento da leishmaniose. Todos os individuos suspeitos de LM atendidos
no CRL serdo convidados a participar do estudo, o que significa terem seus dados clinicos e laboratoriais
registrados, além de aliguotas de soro e fragmento de bidpsia de tecido, congelados & armazenados. Tais
espécimes biolgicos s8o rotineiramente obtides para a realizag8o de exames diagndsticos na abordagem
da doenga, de modo que nio se prevé gualguer procedimento exclusivamente em fungdoe do estudo. O
estudo sera conduzido no Ambulatdrio do CRL-CpgRR, gue ja realiza a avaliacdo clinica de casos suspeitos
de leizhmaniose de forma sistematizada afravés de ficha de atendimento estruturada previamente elaborada
am formato de banco de dados & contendo todas as variaveis clinicas e epidemiclogicas relevantes, além de
todas as informagGes do tratamento (e realizado) e seguimento clinico.

Objetivo da Pesquisa:
O ohjetico geral da pesquisa & descrever o desempenho dos testes diagndsticos (soroldgicos,

Enderego:  Awvenida Augusto de Lima, 1715

Baimro:  Barmmo Preto CEP: 30.190-D02
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone:  ([31)3348-TE25 Fax: (31)348-7325 E-mail: cepsh-cpam@opg.fiocnz br
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RENE RACHOU/FUNDAGAQ %"MM e
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuagio do Parecer 1.957.508

imunolagico & molecular), a eficacia terapéutica das alternativas disponiveis e a

evolugdo entre pacientes com (LM) em uma coorte prospectiva. os objetivos secundérios sio:

1- Descrever & comparar o desempenho dos testes sorologicos (RIFI, ELISA imunocromatografico),
imunohistoquimico & moleculares para o diagnostico de LM;

2-Descrever a taxa de cura clinica em 180 dias e recidiva em 1, 2 & S anos apds terapia especifica para LM;
3-Awvaliar a taxa e a intensidade de eventos adversos clinicos e laboratoriais observados durante e apds as
varias terapias especificas para LM;

4-|dentificar e caracterizar as espécies de Leishmania predominantes entre pacientes com a forma mucosa
da doenga em nosso meio, relacionandas & apresentagdo clinica da dosnga & resposta terapéutica
obzervada.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

A relagdo riscos/beneficios é positiva. Nenhuma interveng8o em fungBo exclusiva do estudo & prevista. A
coleta de fragmento de les@o mucosa e amostra de sangue ja fazem parte da

rotina de investigacio de casos suspeitos de LM. Estes procedimentos estio relacionados a risco de
sangramento no local da coleta, de pequena monta e de controle com medidas locais. Em caso de alguma
complicagdo, o servigo se compromete a prestar a assisténcia médica devida.

O risco de guebra do sigilo & confidencialidade das informagdes sera minimizado pele emprego de boas
praficas em pesquisa, acesso aos prontudrios & bancos de dados restrito aos pesquisadores cadastrados e
manuseic de dades sem a identificagdo do individuo.

W&o havera beneficios diretos acs participantes, entretanto, a andlise destes dados podera contribuir na
proposta de um algoritmo diagnostico e recomendages terapéuficas para a doenga com vistas na melhoria
da assisténcia aos pacientes acometidos pela condigéo.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

A proposta apresenta delineamento metodolégico satisfatario e equipe capacitada para a execugdo. Além
disto, o tema abordado & relevante para a salde piblica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos obrigatorios foram apresentados.

Recomendagies:
MDA
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Qg

mo

Todas as recomendagdes feitas em parecer anterior foram atendidas pelos pesquisadores. Portanto, esta
relatoria decide pela aprovagdo da proposta.

Consideragtes Finais a critério do CEP:

Apds submissdo e andlise criteriosa do protocolo em guestio, constamos que o estudo atende aos aspectos

fundamentais da Resolugdo 466/2012 do Conselho Macional de Salde, sobre Diretrizes & Normas

Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Diante do exposto, o Comité de Etica do
CPgRR/FIQCRUZ Minas, de acordo com as atribuigdes a ele concedidas pela Legislago vigente, manifesta
-2 pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto. Firma-se diante deste documento anecessidade de

serem apresentades os relatdrics anuais e final, bem como a notificacdo de eventes adversos, de emendas

ou modificagdes no protocolo para apreciagio do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipa Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 2302/2017 Areito
do Projeto ROJETD B37656.pdf 11:25:12
Outros cartarespostaCEP pdf 23022017 | Glaucia Femandes Aceito

11:24:17 | Cota
TCLE/ Termes de | TCLE_consentimentoPAIS doc 23022017 | Glaucia Femandes Aceito
Assentimento / 11:23:52 | Cota
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termoe de | TCLE_assentimento13a18.doc 23022017 | Glaucia Femandes Aceito
Assentimento / 11:22:19 | Cota
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termes de | TCLE_assentimento7at3.doc 23022017 | Glaucia Femandes Aceito
Assentimento / 11:21:18 | Cota
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_consentimentoMOD. doc 202017 | Glaucia Femandes Aceito
Assentimento / 11:20:45 | Cota
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaRosto_assinada.pdf 2ZMH2016 | Glaucia Femandes Aceito
11:30:26 | Cota
Projeto Detalhado /| ProjetolMcoorte pdf 20122016 | Glaucia Femandes Aceito
Brochura 17:58:47 |Cota
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UF: MG
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A2 UL

Inwestigador Projetol Mcoorte pdf 20/M122016 | Glaucia Femandes Aceito
175847 [Cofa

Oufros FichaSeguimento.docx 1912/2016 | Glaucia Femandes Aceito
172712 [Cota

Outros fichaEventoAdverso.docx 1912/2016 | Glaucia Femandes Aceito
16:46:113 |Cota

Outros FichaAvaliacaclnicial . docx 1912/2016 | Glaucia Femandes Aceito
16:4443 |Cota

Declaragio de anuencia_institucional pdf 14/12/2016 | Glaucia Femandes Aceito

Instituicio e O7:46:56 |Cota

Infraestutura

Situagdo do Parecern:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mo

BELO HORIZOMNTE, 09 de Margo de 2017

Assinado por:

Laiza Daniele Nunes de Assumpgao
(Coordenador)
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ANEXO II — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vooé estd sendo cornidado a pariicipar da pesquisa [eishmaniose mucosa: Uma coorte brasileira. Uma coorte &
um estudo que se propde a aoompanhar um conjunto de pessoas ao longo do fempo.

Yo foi selecionado porque xiste 3 suspeits de que os ssus sinfomas sefam decorrsntes de leishmanioss
mucosa, possibilidade que serd investigada e se confirmada, precisara de tratamento e depois acompanhamento
médico. 5ua parficipacdo neste estudo ndo & obrigatoria & mesmo s2 concordar em participar, 3 qualquer momenio
wooé pode desistir de participar & retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenbum prejuizo para vood, que
poderd manter ssu acompanhamenio clinico neste ambulatono = reslizar fodos 05 eXames Necessanos a0 Ssu
diagnostico, dentro da capacidade do nosso servico.

iz objetivos deste estudo =30 identificar os melhores exames que podem ajudar no disgndsfico de leishmanioss
mucosa, alem de compreender o efeito do fratamento ao longo do tempo. Sua paricipacdo nesta pesquisa
consistird em permitie que informacdes sobre sua doenca, SEUS EXEMES & SUA resposta a0 fratamento ssjam
registrados e analizados em conjunto com os dados de ouiros pacientes. Estas informegoes, retiradas de seu
pronfuano, serdo mantidas arquivadas mo Ambulatodo do IRR sob 3 gquarda dos pesquisadores. Além destas
informacies, uma amostra de sangue & uma parte do fragmenio da lesdo, que sera colhido por bidpsia para ajudar
no seu diagnosticn, serdo armazenados 2 depois analsados com alouns sxames cuja uilidade estamas avaliando.

Traia-ze de exames de sangue para pesquisar a presenca de ceélulas de defesa contra Leishmania em seu sangue,

exame parasiiologico para a idenfficacdn da Leishmania e pesquiss do agente desta infeccdo no fragmenio de
tecido retirado por biopsia. Os rscos relacionados com sua partidipagdo sd0 oz mesmos que podem exislr duraniz
uma coleta de sangue = hidpsia: sangramento local, manchas mo local de redlizacdo do exame & dor dwanie o
procedimento. Mossa equipe esta treinada nesies procedimentos, que serdo realizados com a tecnica comela para
reduzir 20 maxima o Heco destas complicacies. Em caso de alguma complicacdo, vocd terd toda a assisténcia
médica em nosso Ambulatdrio. As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais. Apenas os
pesquisadores cadasirados terdn acesso 20 sew promtudrio e o sigilo em relagdo aos sews dados sera sempre
mantida, m nenhum momento Seu nome ou qualquer dado que o identifigue serd revelado, ssia durante 3 andlise
das informapdes ou durante a apresentacdo dos resultados desta pesquisa. Todss 2s medidas necessarias para
preveni a divulgacdn de sua idenfidade estdo sendo tomadas, mas em caso de algum dano provocado pela sua
parficipacao neste estudo vocs terd dirsito a indenizagdo.

! bensficio da sua parficipagdo & contibuir para um maioe entendimento da keishmanioss mucosa, o que pods
melhorar @ forma de disgnosticar e fratar & doenca dagui para frente. Voo recebera copido original deste termo
onde consta o telefone & o endereco institucional do pesquisader principal & do Comité de Etica em Pesquisa (CEF)
desta insfituicso - IRR, orgdo responsavel pela defesa dos direitos de participanies em estudes cientificos. Voo
pode tirar suas dinidas sobre o projeto & sua paricipacio, agora ou a qualquer momento, com O pesquisador & com
o CEP.

Nome & assinatura do pesquizador principal )
Giauwis Femantes CoiE - IRALYFIOCRUZ Mings — Coondenadard 0o Cenro oe Referénca em Lelshmaniose Ay, Augu=o de Lima, 1715 -
Bamo Prein - Bejo Horfzonte (Cep: 30750-002) —Telefne 3340-7712- e-mail com@epgn. focmuz b

data !

Endarers & efafing instiiusional oo Comie cda Bita - WMRLFIOCRLIZ Mings - Av. Augusio de Lima, 1715 — Sams Freto - Selo Honzonie (Can:
30190003) - -Sacratana: Bamatete Parizia Santos — Tevefar [31) 3345 TE25 e-maks capsh-coqmEeogr. ooz i

Declaro que entendi oz ohjefivos, riscos & beneficios de minha paricipacéo na pesquisa & concordo em

participar.
data !
Aszinatura do participante da pesquisa
Mome por extenso:
gusho de Lima 15 Barg Bosin S0100-002, Balo Hor 1 & Br
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ANEXO III — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

|Termo de Assentimento Livre ¢ Esclarecido

Mome do participante:

oo estd sendo convidado pars pariciper da pesquisa Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira.

Uma coorie & um estudo que 26 propde & acompanhar wm conjunto de pessoss ao longo do tempo. Seus pais ou
s2us representantas legsis permitiram que vocé participe. Queremes saber quais o3 melhores exames qus
podem sudar no diagnasfice de leishmaniose mucosa, além de compresnder melhor o efeito do fatamento a0
lengo do tempao.

As priangas gue irdo participar dessa pesquisa tAm de idade de zero a 18 anos. Vooé ndo precisa
paricipar da pesquisa s= ndo guiser, & um direitoc seu & ndo ferd nenhum problema se desistir. &
pesquisa serd feita no Ambulatoro do Centro de Pesquisas René Rachou — FIDCRUZ. onde as criancas
&0 examinadas pelo medico e colhem sangue para exames. As informagdes das suas consultas e dos
seus exames serdo analisadas neste estudo. Este estudo ndo exigira gue wocé faca qualguer exame ou
conzulta diferents do que j& esta programado de acorde com a necessidade do seu caso. Por isto, ests
pesquisa & considerads segura. Os riscos possiveis sSc os mesmos que podem ocomer durante
qualguer coleta de material para examea. Caso sconteca algo errsdo, vocd pode nos procurar pelos
telefones da pesquisadora Dra Gléucia Cota (31 $9854-3877). Mas hé coisas boss que podem
ascontecer coma A descoberta de informacdes Uteis que podem melhorar o diagndstico e o tratamento de
outras pessoas com leishmanicse mucosa no futuro.

Minguém sabera gue vocog estd parficipando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem
daremos = estranhes as informagies que vocé nos der. Js resultados da pesquiss vo ser publicados,
mas sem identificar a5 pessoas que participaram da pesquisa.

Eu aceito
participar da pesquisa Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira que tem o objetive de descobrir
informagoes novas scbhre a forma de disgnosticar e tretar a leishmaniose mucosa. Eu entendi as coisas
ruins & as coisas boas que podem scontecer. Entendi que posso dizer “sim” e paricipar, mas gque, a
gualguer momento, posse dizer “ndo” e desistir que ninguam wai ficar furicso. Os pesquisadores tiraram
minhas dividas = conversaram com o0s meus responséveis. Recebi uma copia deste termo de
assentimento e li & concordo em participar da pesguisa.

data { !

Assinatura do pesquisador principal .
Giautia Femandas Oa - GEgREFIOCRLZ Mings — Coondenadora oo Camv de Refaréncla am Lelshmanioss Av. Auguste oe Lima, 1715 -
Bamn Prei - Seig Hofzonre (Cen: S0750-002) —Talefne 3348-7712- e-mail coBEcogT.tacmz b

Endarega e telafna insiusiona’ 0o Comit de Etics - GEQRRFIDCRUT Minas - Av. Augusio de Lima, 1715 — Bamo Frefo - Bale Honzone
[Cepr 30180-002) - -Secraiana: Bamavele Pamicg Saniss — (§1) 5345 TA25 e-mall censh-GOMEGHQT oG br

data { !
Mome & assinatura do responsavel legal pelo sujsito da pesquisa e relacdo parental:




ANEXO IV — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 7 a 12 anos

| Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para criangas entre 7 e 12 anos

Mome do participante:

Wioos estd sendo convidedo para participer de uma pesquiss, gue & um estudo sobre uma dosncs que
causa ferdinhas denmtro do nerz ou da bocs, Seus pais ou 55 pessoas que tomam conta de vood
concordaram qus voos participe. Mos queremos ssber quais os melhcres exames que davem ser feitos
para descobrir & causa das feridinhas em seu corpo.Também gueremaos entander methor como os
remédios funcicnam nests doenga. As criancas que irdc paricipar desss pesguiss tém de idade de zero
5 18 anos. Vood ndo precisa paricipsr da pesquisa se ndo guiser, & um direito s2u e ndo terd nenhum
problems se desistic. A pesquiss sers feita no Ambulatdrio do Cenfro de Pesquisas René Rachouw —
FIDCRUZ, onde as crisngas sd8o0 examinadss pelo meédico e colhem sangus pare exames. As
informacdes das suas consulias e dos seus exames serao analisadas neste estudo. Participando ou néo
deste estudo, as consuftss e exames necessarios serdo os mesmos. Por isto, ests pesquiss &
consierads segura. Os riscos possiveis 580 o5 mesmos gue podem ocomer durante qualquer coleta de
material pars exsme. Casc acontecs algo errado, wvooé pode nos procurar pelos telefones da
pesquisadora Dra Glaucia Cofa (31 §9034-3877 ou 31 3340-TE53) Mas ha coisss boas que podem
acontecer como 8 descoberts de informacdes (teis que podem melhorar o diagndstico e o tratamento de
outras pessoss com & mesma doenpa que voos,

Minguém sabera gue vooé esid parficipando da pesquisa, ndc falaremos & outras pessoas, nem
dsremos s estranhos as informagdes gue vocé nos der Os resultsdos dests pesguisa vio ser
spresentados em revistas. mas sem identificar s pessoas que participaram da pesguisa.

Eu sceito
participar da pesquisa Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira que tem o objetive de descobrir
informactes novas sobre s forma de disgnosticar e tratar a leishmaniose mucosa. Eu entendi 2= coisas
ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi gue posso dizer “sim” e participar, mas gue, 8
qualguer momento, posse dizer “nao” e desistir que ninguém vai ficar furicso. Os pesquisadores firaram
minhas dividas & conversaram com oS meus responsaveis. Recebi copio original deste documenio 2 B
& concordo em participar da pesquisa.

data ! !

Assinatura do pesquisador principal .
Giaues Femandas (ma - SEgRRFICCRLT Mings — Coonlenaoon oo Camro 0o Refarcneiy am Lenmantse Ay, ALgust oe Limea, 1715-
Barn Prai - Seio Hofzonte (CE0- 56750-002) —Telefons 33458-7712- =-may com@cog focniz by

Endarero e ekeine nmiucional do Comite dz Erca - SEgREFIOCRUE Minas - &v. Asgusto ge Lima, 1715 - Bamo Preto - Balp Honzome
fCap 30190-002) - -Secratana: Bamagels Samiog Sanos — (1) 3345 T35 eomalt capsA-oagmEBnaT Anz.or

data ! /

Mome e azsinatura do paricipanie da pesguisa
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ANEXO V — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 7 a 13 anos

|Terme de Assentimento Livre e Esclarecido para criangas entre 13 e 18 anos

Mome do participante:

Wood estd sendo convidado pars paricipar da pesquisa Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira.

Uma coore & um estudo para scompanhar um conjunto de pessoas ao longo do tempo. Seus pais ou
seus representantes legsis permitiram que wvocé parficipssse. Queremos ssber quais os melhores
exames que podem ajudar no diagndstico de leishmaniose mucosa, além de compreender melhor o
efeito do fratamento a0 longo do tempo.

As criancas gue irdo participar dessa pesquisa t8m de idade de zero a 18 anos. Voog ndo precisa
participar da pesguisa s n3o guiser, & um direito seu e nao tera nenhum problema se desisti. A
pesquiza sera feita no Ambulstorio do Centro de Pesguisas Rengé Rachou — FIDCRUZ. onde as criancas
sdo examinadas pelo médico e colhem sangue para exames. As informapdes das suas consultas e dos
seus exames serfo analisadss neste estudo. Este estudo ndo exigird gue vocé faga qualguer exame ow
consulta diferente do que j& esta programado de acordo com a necessidade do seu caso. Por isto, ests
pesquiza & considersda segura. Os riscos possiveis =80 os mesmos que podem ocorrer durante
qualguer coleta de material para exame. Caso aconteca algo errado, vocd pode nos procurar pelos
telefones da pesquisadora Dra Glaucia Cots (31 88084-3677 ou 31 3340-7853). Mas ha coisas boas que
podem scontecer como a descoberz de informagdes dteis que podem melhorar o disgndstico & o
tratamento de outras pessocas com leishmaniose mucosa no futuro.

Minguém sabera gue vooé estd parficipando da pesquisa, ndoc falaremos a outras pessoas, nem
daremos a esfranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados,
mas sem identificar as pessoas que participaram da pesquisa.

Eu aceito
participar da pesquisa Leishmaniose mucosa: uma coorte brasileira que tem © objetive de descobrnir
informagdes novas scbre a forma de disgnosticar e tretar a leishmaniose mucosa. Eu entendi 2= coisas
ruins & as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar furicso. Os pesquisadores tiraram
minhas dividas e conversaram com o5 meus responsaveis. Recebi o original deste documento i e
concordo em participar da pesguisa.

data ! !

Assinatura do pesguisador principal
Gidusa Femandes Cma - SRR FICORLET Mings — CONIENanon Jo Carro de RaterEncis am Lelsnmanioss Av. AUGusts de Lima, 1715 -
Eamo Pretg - Sedo Horzonte (Caa: 507 50:007] —Telsng 3340-7712- e-mail comBceq ooz br

2 tekstna insTusionay 00 Conte de Erics - SORRLFIOCRUZ Minas - Av. Augusto de Lima, 1715 - Bamo Fref - Balp Honzome
(Cap: 39190-002) - -Secratana: Bamaces Paring SaNDs — [31) 3345 IEAS email censh-ooq RGO AoniZ.br

data { !

Mome e a=sinatura do paricipante da pesguisa

1715 Barro Preto 30180-002, Belo Horizonts = MG - Bras
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ANEXO VI - Ficha de avaliagdo otorrinolaringologica

FIOCRUZ MINAS

Data avaliacdo inicial ! ! Data inicio tratamento ! !

1. Face| ) 0.Mommal 1.Hiperemia 2 Infiltragdo 4. Papulas 12 Ulcera 8. Mio realizado exame

Data somatorio das alteragdes  impressdo evolutiva® observagdo
D90 [ S '
D80 4 ¢ 0 '
DI/O__ 4§ ) [

*Impressdo evolutiva: 0. Auséncia de alteragde 1. Melhora 2. Inalierado 3. Piorado & MEo0 examinade 8 .Mao se aplica

2. Mucosa nasal{ ) 0. Normal 1. Enantema 2. Infiliragdo 4. Erosdol/Ulceragdo 12. Perfuragao septo 8. Nio examinado

Data somatorio das alteragies  impressdo evolutiva® observagdo
Dgo / [ [
D180 i [ [
D380 i [ [

*Impressdo evolutiva: 0. Auséncia de alleragde 1. Melhora 2 Inalierado 3. Piorado 8.M3o examinado 0.M3o se aplics

3. Outra mucosa (descrever o local da alteragio)
{ ) OMormal 1. Enantema 2. Infiltragdo 4. Erosdo/Ulceragdo 8. Nao examinado
Data somatorio das alteragdes  impressio evolutiva® observagdo
D30 [ S g | i
0180 i ; i W i
D380 j ; ) {9

*Impressao evolutiva: 0. Auséncia de alleragdo 1. Melhora 2. Inalterado 3. Fiorado 8. M&o examinade 9.NEo se aplica

Orientagdes para presnchimento:

1.5, A avaliagio de baseline (antas do ratamanto) deve sar registrada no retidngula destacado da ci

=
2. A primeira fase da avaliacio cansiste em informar o somabdrio que expresse a5 alleracoes identiicadas
Haz avaliapies de acompanhamento, primairo informar o Somatdrio gue expresse as akeracbes identificadas

A sequir, informar a Timpressio evelativa® que reflele s comparacdio do somaltdnio da avaliacde atual com a de baseline,

[

Se o somatieio far o mesme, faga @ avaliagdo da extensio do acometimenta
- s dnea de lesdo = 0% da silvacio basaline auw nova local com acometimenta: considerar plorado
= e drea delesdo < 50% da exiensdo do bassline: considerar melhorado
- mesma sxensda: Inalterado

Observagdes devem ser registrodos no verso
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ANEXO VII — Ficha de Primeira Consulta

N®* prontuirio

: FIOCRUZ MINAS Epi-Infao

_ LEISHMANIOSE TEGUMENTAR (LT)
FICHA CLINICA DE ATENDIMENTO DE PRIMEIRA CONSULTA

Dats nrimei It , , Encaminhado por [unidade ! cidade):
ata primeira consulta: | !

1. ldentificagcio do paciente (colar etiqueta ou preencher os campos)

1.1. Mome preferencial do paciente (conforme ldentidade ou nome soclal)

1.2. Nome da mie:

|sopiar do dacumenia de identidade)

1.3. Data de nascimenta:__ /| 1.4. ldade (anos completos): 1.5, Sexnc | pMasculing { ) Femining

1.6. W° do cartio do SUS: 1.7. W* da Cartzira de ldentidads o Certidao:

1.8. Enderego atual

Rua:

N* e complemento: Bairro:

ou

Povoado/Fazenda ou ponto de referéncia:

1.8. CEP: 1.40. Municipia: 1.11. Estadao:

2. Dados complementares

2.1. Mome do paciente conforme identidads (caso paclente opte pelo nome soclal, Informar aqul o nome complato de acordo com
documento de Idantidada)

2.2. Mome do responsavel (se diferente damas):

2.3. Raga lcor (autodeclarada)

{ )} Branca [ ) Frefa { 1 Parda { }Amarela { )lndigzna [ ) 3em informagao
2.4. Escolaridade: [2.5. Grau de instrucdo (caso alfabetizado), mesmo se incompleto:
Paciente & alfabetizade?® () MN&o ( ) Sim [{ )Fundamental | { ) Fundamentzll { ) Ensincmédic { ) Ensino superior

2.6. Ocupacio habitual citar):

2.7. Telefones de contata:

Residenial | i Trakbalho: | i Celular: { }

2.8. Telefone de recado (ndmero do telefone, nome do contato e tipo relagio com o paciente — amigo, vizinho, m3e):

2.9. Mome do centro de sadde mais perto de sua casa
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Mome do paciente Epi-info:___

3. Historia da moléstia atual (HMA)

3.1. Queixa principal:

2.2. Data estimada de inicio dos sintomas:

3.2. Local provavel da infecgdo (cidade/estado): {  }Indeterminado

3.4. Ja recebeu/aphicou algum tratamento para esta condigio? [LEEE {1 5im

Se zim, gual? Até guando? ]

3.5. Descrigao da HMA

4. Historia pessoal e pregressa

4.1. Possui condigdes associadas? { 1HM3o [ “hSim

4.1.1. Se sim, gquais?

[ YHIV [ }Hipertensdo {. 4 Doenca cardiaca { ) Doenga renal

[} Diabetes melitus { ) Doenga hepdtica { 3 Doenca reumatoldgica [} Transplantado

{ }Doenga psiquidtica |} Coenga pulmanar [} Tabagizma [} Esquistossomoss { }D. Chagas
4.1.2. Descrever diagndstico (quando agropriado):

4.1.3. Descrever ouiras comorbidades associadas:

4.2. Faz uso de bebida alcodlica? [ }Mao { }5m

4.21. Se sim, gual a quantidade & com.gual frequéncia?

4.3. E usudric d= drogas ou ouiras dependéncias guimicas? () Mo { }5im

4.3.1. Se sim, descrever:

4.4, Faz uso constanie de algum medicamento? | ) Mao [ }Em

4.4.1. Se =im, guais?

[ ) quinidina { ) prosainanuisa { Jamicdarona | ) pookussl [} hidrato de cloral

[ }oetoconazol () disopimida. { ) saizkel { ) antidepressivos tricichices | ) apirasilings

[ {)tetracichna™ (] eritromicing { )psniaiding () terfznading [ ) suliamaterangl + metenAma

[ Joutras medicamentos. Qualfjz)?

4.5. Apresents alergia 3 qualguer medicamento? | ) Mao [ }5m
4.53.1. Se sim, gual {jz)?

4.6. Se mulher,
4.6.1. E gestanta? { )} MNao [ ) Sim Semanas de gestacdn:
4.6.2. E lactante? { 1 MSo { }5im
4.6.2. Faz uso de método anticoncepeional?  { JNBo | ) Sim Qual?
4.6.4. Data da Giima menstruagdo (se aplicavel): ! !
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Mome do paciente

EpiHnfo___ -

[Continuagao)

Historia pessoal e pregressa

4.7. Informar exames e resultados @ trazidos pelo pacients:

4.8. Outras informagdes relevantes da histdria pessoal e pregressa

5. Exame fisico

5.1. Dados clinicos do paciente:
3.1.1. Peso (kg):

5.1.3. Press&o arterial (mmHgl: X

3.1.2. Estatura{cm):
3.1.4. Pulso (por minuto):

5.2. Descrever exame fisico:

3.3. Sinais e sintomas

5.2.1. Presenca d= lesd0 cutdnea ativa? | ) M3o { ) Sim 5.2.2. Presenca de les3o mucosa ativa? | ) Nas{ ) Sim
Se sim, quantas? [ )lesde mucosa visualizada { ) lesSo mucosa suspeita
Localizago:
5.2.1.1 Presenca de adenomegalias? | ) Mo [ )5im 5.3.2.1. Marcar sintomas existentes e relatar outros:
Descraver: [ ) epistaxe ([ ) odincfagia { ) dor { )obstrugdo nasal
- Presenga de linfangite? L [ 1&im ' ) -:I?Efagi.a [} hemagptoicas ' ! cl:-riza. L
- Presenca de infecgdo bacteriana secunddria? [} dispnzia [ ) tosse [} rouguidsoidisfonis
[ )MZo [ )Sim [} crosta nasal [ ) perda ponderal
’ { ) outros. Citar:
5.2.3. Presenga de cicatriz na pele? () Mo { 1} Sim

Se sim, descrever:
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Mome do paciente: EpiHinfo.___ -

155

5.4. Caracterizacao de cada lesao CUTANEA (até 3 leses)

As lestes devem ser numeradas em ordem de tamanho, da maior para a menor

LESAC 1] )

3.4.1. Qwal a morfologia da lesdo 17
{ }Ulcera { ) Papula {slevacio circunsenisa < 1 cm) { ) Nédulo (slevagia dreunsarita = 1 cm)
{ ) Placa (slevagio de superfice plana = 1 cm) { )} Quira:

5.4.2. Caracteristicas da lesdo 1:

{ )} bordas elevadas ou 2 elevada { )fundo granuloso ) crosts [ )eritematoss ou infiltrada
5.4.2. Tamanho da lesio 1: X mm = Qg - Glsera: medi didmeto inlsmo
Mo difmnedno) {makar difimeing parmkeio e 17) hea da lesdo) - ndio Ulcera: mddir Sidimeino oial

544 Localizagdo lesdo 1

{ )Cabega: [ )face { )}oouro cabeludo () orelha { ) regido cervical
[ JMME5: { ymaos { }brago { }antebrage  Lado:{ }esquerdo () direito
{ ) MMIE: { Jpés { }pema { )ocoxs Lado: { ) esquerdo () direito
{ )tronco: { )anterior { |} posterior
LESAO 2]
3.4.5. Qual a morfologia da lesao 27
{ }Ulcera { ) Papula {slevacio circunsenisa < 1 cm) { WMadulo (slevagia dreunsarita = 1 cm)
{ ) Placa (slevagio de superfice plana = 1 cm) { )} Quira:

5.4.6. Caracteristicas da lesdo 2-

[ }bordas elevadas ou € elevada { )fundo granuloso  { horosta [ )eritematoss ou infiltrada
5.4.7. Tamanho da lesio 2 X mm = Qg - Gloera: medi didmatro inemo
Mo difmnedno) {makar difimeinn parakeo a0 19) hea da lesdo) - ndio Ulcera: medir didimatro sotal

5.4.8. Localizagdo lesdo 2

{ )Cabega: [ )face { )} oouro cabeluedo o ) orelha { ) regido cervical
{ JMMSS: { ymaos { }brago {}antebrage  Lado:{ }esquerdo () direito
{ ) MM { ipes { }pema { }ooea Lado: { }esquerdo ({ ) direio
{ )tronce: { Janterior { ) pasterior
LESAO 3 I
3.4.8. CQual a morfologia da lesao 37
{ }Ulcera [ ¥Papula {slevacio circunsenita < 1 cm) { ) Nédulo (slevagia dreunsarita = 1 cm)
{ ) Placa (slevacio de supsice plana = 1 cm) { )} Quira:

5.4.10. Caracteristicas dalesdo 3:

{ )} bordas elevadas ou 2 elevada { )fundo granuloso ) crosts [ )eritematoss ou infiltrada
5.4.11.Tamanho da lezo 3 mrn X mm = Qg - Gloera: medi didmatro inemo
Mo difmnedno) {makar difimeing parmkeio e 17) hea da lesdo) - ndio Ulcera: medir didimatro sotal

5.4.12_ Loealizagdo lesdo 2

{ JCabega: [ )face { )}oouro cabeludo () orelha { ) regido cervical

[ JMME5: { ymaos { }brago { }antebrage  Lado:{ }esquerdo () direito
{ ) MMIE: { Jpés { }pema { )ocoxs Lado: { ) esquerdo () direito
{ )tronco: { )anterior { |} posterior
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Mome do paciente: EpiHnfo:___ -

6. Hipoteses diagnosticas

E.1. Suspeita de Leishmaniose? { ) Nioi{ }Sim
€.1.1. Se sim, gual a forma clinica?

{ ) Cutdneza kocalizada { ) Cutdnea disseminada (» § lesbes) { ) Cutdnea difusa
{ ) Cutdnsa & mucosa (simultaneaments) { ) Mucosa exclusiva (leishmaniose mucasa tardia)

£.1.2. Outras hipdteses a considerar:

B.2. Tipo de entrada:
[ }caso novo {doenca que se mantém ativa desde seu aparecimento, ainda que j3 tratada)

[ ) recidiva (doenca que se mostra ativa apos constatagdo de cura clinica)

1. Investigagéo

7.1. Procedimentos realizados para investigagao

{ ) Bidpsia | impeint. 5= bidpsia, nfarmar tipo de anestésico:
O sem vascconstritor O com vasoconstriter B sa

[ ) Aspirado
[ ) Escarificado
[ Swak

Espago pakg effjuetss de materal esténl para bidpsia

7.2. Exames solicitados para diagndstico:

{ ) Parasitolégico (pesquisa dirsta) [ ) Culura para Leishmanis [ ) PCR para Leishmania

Anatomopatoldgico (AP): | ) Solicitado hoje

[ ) Enviar posteriormente {ver protocolo). Diata enwvic: I Responsavel:
Cultura fungos [ ) Solicitado hoje
[ ) Enviar posteriormente (uerprotocolo)  Dats envio: i Responsavel;

Revisdo AF dz limina externa: | |} Solicitado hoje

Data de recebimenta da [3mina: ! Responsavel:
Data de envio para revisao: ! Responsavel;
T.3. Exames complementares
:: ) ._nrf:||l_u:|:|-\g.:a para sifilis { JHepstite BeC
) Bk i
Do ] P \ [ ) E:EnGa.2 Sanka
[} Sorolagia para paracoctidicidomicose i : Chutrose
*Diescrever:
T.4. Exames gerais:
[ 1 Hemagrama { ) Eletracardiograma (ECG) { ) Outros®.
[} Exames bioquimicos (marcar abaioo):
D Transaminase axalacdtics (TGO D Amilase D Sodio D Glicase
Transaminase pirdgvica TGP} n Lipase n Patissio n Prateinas totais
D Gama glutamil transferass (GGET] D Ureia D Magnésio D Albumina
D Fosfatase alcalina [FA) D Creatining D B HCG
O milirrubina (BT / 8D/ BI}

*Descrever

CRL-146 Anexo A RevlE Papg. Pagina 5 de 6
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Mome do paciente Epi-info:____

| 8. Tratamento prescrito

E.i.ﬁ.ntibact&riann ] Qual?

.1.1. Descrever posologia (dose / tomada, fomadas / dia, via de administragio), duracio do tratamenta, outras informagdes
relevantes:

2. Terapia apfi, leishmaniose( ) Qual?

.2.1. Descrever posologia {dose [ tomada, fomadas / dia, via de administragio), duragio do tratamento, outras informagdes
relevantes:

|B.2.2_ Se intralesional {IL). informar dados da aplicagio ATUAL

MIgaapicagho | Volme de GlUGANNmE, Tipo.ge ansstesico Dnzervacio
"IL mﬁ D SEM \'i.'t“'.f_'\’.T.ll'lEI[ilD[D COM vasccansiritar D Y
3. Outro [} Qusl?

.3.1. Descrever posologia (dose / tomada, tomadas / dia, via de administracio), duracio do tratamento, outras informagdes
relevantes:

9. Desfecho

5.4. Desfecho: | ) Retorno em {a data do retorno ou més/ana)
[} Encaminhado ag servigo de origem
[} Encaminhado a outro servige — citar especialidade:
[} Ala Ambulatorial

9.2, Dutras condutas ou observagdes relevantes:

9.3, Azsinatura & carimbo do médico
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ANEXO VIII — Ficha de Retorno

FICHA DE RETORNO
FIOCRUZ MINAS

1. Identificagac do paciente [colar efiqueta cu preencher os campos)
1.1, Huimere de prontuano 12 Himero d= EFTTNFO
1.3. Oata;
1.4 Mome do pacients: 1.3, [dad=

2. Anotagoes clinicas

3. Resultados de exames
Data fr
Exame Resultado Exame Resultzdo Exame Resultada
3.1. Hemogramia: 3.2 Bioguimicos: TG
Hg: Glicose: TGP
Leucocitos: Ureia: GGT:
Plagustas: Cineatining: Fosfataze alcaling (FA):
Arrilase: BT / BD {kilirrubina):
Lipase: B HCG:
33ECG: Data:_ [ [ 3.3.1. Descrever:
332 Qg
34 Cutros:
4, Exame fisico
4.1. Peso (kg 4.2 Pressao artenial (mmHg): X 4.3, Pulsa:
44 Observagoes da enfermagem:
4.4 Tamanho dais) lesso (Ges) (rmm): X X X
L - Olceras medie fidmetn imema Lezac 1 Lesap 2 Lezao 3
- cuficy Dot wreschir disimetro total
4.4.1. Foirealizado registro fotografice? { JMao () Sim
4 5. Houve mudanga nas lesbes 2 sinfomas? [ ) MBa( )} Sim 5.5.1. Se sim, descrever jroduoga e lamanin, quando apcie
4.6 Ha smais de atividade inflamatona (heperamia, calor, infiltragac) na besao? [ jMao | ) 5m
4.7 Ha sinais de infecgdo secundaria® (i Mao | ) Sim
4E Exame fisico geral
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Mome do paciente: Epidnfo:___ __ -

5. Tratamento em uso

3.1. Medicamentaoc 5.2. Data de inicio: ! I
5.2. Posologia (dossftomada, tomadas/dia, via de administracdo, duragso prevista):

5.4, Se ingralesiangl (IL). informar dados da aplicacio ATUAL:

N da aplicagdo] Volume e GHucanhime Tipo de anestesico Observagao

L mL. B SEM vasoconsyiter [ COM vascconstritor O] HA

6. Tratamentos prescritos nesta data

6.1. Anibacteriang { ) Qual?
6.1.1. Descrever pOSDbgiEl [dhossiiomada, tomacdrs'dia, via de administracho, duraciio do tralamenio, oulras infomagies melecies

6.2 Terapia goti leishmaniose{ } Qual?
6.2 1. Descrever posologia (dosetomada, lomadasidia, via de adminisracio, duragio do rabamento, outras rimacies relevanies]

§.3. Outro,
6.3 1. Descrever pOSDbgiEl [dossiiomada, tomades'dia, va de administracha, duracio do ratafenio.ouras irfomagies eecamaes)

7. Verificagao de Evento Adverso (EA)

7.1. Ha observacio ou relato de evento adversa (EA? | JMao | ) Sim fregisier no itern 2 deta de inido = §m & detlbes)
TA.2 Grawidade: () Grave [ ) N&o Grave
72 Citz of=) EA:

8. Monitoramento (golicitagio de exames)

§.1. Foram solicitades exames? *Se exames bioguimicos, marcar D Amilase

{ IMao( ] Sim [ Transaminzss oalacstios (TG0) E Iduraage 0 Sédio

Sa sim, inform i £ Transaminsse pinivica (TGF) . [0 Fotassio
THemogama [] Gama glgtamil ransferase (GGT) | O Srestining | [ pagndai
| Elfrocardiograma (ECG) [ Fosfatase alcalina (FA) O Froteinas tofss | Glicase

{ ) Exames bicquimicos* 0 Bilimubinz (8T B0 Bl 0 Albumina 0l & HoG

{  JOutros. Ciar

9. Avaliagao de cura de LT

91 Tdentfigue o momento da avalacan: | 9.2 Situagao obeenats:
[ ) MA (ndo se rabs de svalistiode curaou () cure: O oeepilelacio, mvaiucio completa @ AUSEMCIA de infilracio firflamacio
i Jl.*r!l.'ld'-ull . 0 cuepieizagio imvolucio completa & PRESENCA de infiliragis Anflamecha.
L 'ﬁﬁﬂ:lg::d ferigE -0 dias do lnicin [ ) Melhora: para LG — leso redueiu na minira 50% do tmanba inicial.
» Para L —= reducio da imensidade da kesho (ver anexa B, CRL 154 au 80

! :: cura inb!’a] 450 el ek iniein by % da eciensio da compromeimento mucosa.
T - r
[ ) cura defifithe (180 Gas do ke do { ) Inalt=rada {em relacao ao exame pe fratsrmentn); inclui redusio de lesha de

exlensdo que ide alcanca 500

Irramenria) .
I: :Ir..rﬂl meses apds o i3 [ Egia;.m'itﬂmf dis lesido, pion intensidade da keslo muoosa au
[ ) recidiva: apsrecimento de lesse sfiva apds ter alcangsdo cura.
10. Desfecho
104.( ) Retomo em: { )} Encaminhado ao servigo de ongem
{ )} Encammhada a cutro seqyign e especialidade: { ) Alta Ambulztonal

10.2. Qutras condutas ou observagdes relevantes:

10.3. Assinatura e canmbo do medco

CRL-146 Aneeo B Riewld Pag. 02 de
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ANEXO IX — Ficha de Resumo de Caso

FIODCRUZ MINAS

RESUMO DO CASO

1. ldenliﬁ[:a(;iu do paciente (colar etiqueta ou preencher os campos)

1.1. Numero de prontuano

1.2. Mumero d= EPI INFO

1.3. Fohha de resumo n™

1.4. Nome do pacients:

1.5. Paciente incluido em protocolo de pesquisa / estudo? [ ) Mao | ) &im
Se sim, indique gual e data de recrutamenta: [ I | —r i 13
[ | 7 i1
2. Resultados diagnosticos

Para 0F Sequinmes aXames, Presncher cm 4 opgdo agequada: 0. Megativo, 1. Pasitive 8. Mo realizado; 9. Inconclusive

1. lmprint (pesquisa dirsta);

2.4. Cultura fungos:

{ JData___ [ !
2.2. Cultura {aspirado de lesao): | JData: [/
2.3. Escarificado (pesquisa dirsta): | )jData: __ [
{ JData ___ 7 !

23.PCR: { ) Data: f

I Data: ! !

_ Data: ! !

2.6. Aspirado de medula (Miglpsdiu@l: [ )

2.7. Aspirado de medula (pesquisa direta): [ )

Para 0 exames 3 s8quir, marcar 3 opgdo sdequads ou presncher por axTenso.

2.8. Anatomo patoldgico [AP): { ) diagnéstico (presenca de Leishmanis) [ ) compativel{anente ndo visualizada)

284.Data: ___ 1 { )incormpativel (guando confirmou outro dy) | ).n3o resfizado
2.9. Sorologia (RIFI, DAT, Elisa, outros)

Meétodo: Resulizdo: Data: ____ !~

Metosda: Resultado: Data: S =" |

Metoda: Resuliado: Data;

3 Diagnostico

3.1.4. Cutro diagndstico:

3.1. Em caso de leishmaniose, qual a forma clinica? | ) Tegumentar [LT)

{ )Visceral {LV)

3.2. Em caso de LT, especificar:
[ ) Cutdnea localizada

[ ) Cutdnea & mucosa (simultaneamentz) [

{ 1Cutan=a disseminada (> & lasbes) {
1 Mutosa exclusiva (leishmaniose mucosa tardia)

j Cutdnea difusa

3.3. Em caso de LT mucosa, informar

3.3.1. Localizagdo das lesdes:

[ ) mucosa nasal

[ ) boca {labio, lingua, palate duro)
[} Outro:

[ }faringe (palato mole, Uvels, amigdala, hipofaringe)
[ )lannge ! glote

3.3.2. Classificacdo LM (Cusntas-Lianos, 1887):

{ 1 Masal exclusivo

{ i mucosa oralfaringealiaringea, sintomas leves

{ I mucosa orsMfaringeaiaringea, sintomas intensos

4, Historico de Tratamento da leishmaniose
* se intralesional (L}, imformar detalhes no item 5
Madicameanta Posologia® ia da Data de Data de
{dose ! interealo) adminlstragio® imicig térming

i Pag. 01 de
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MNome do paciente

Epi-info___

4, Historico de Tratamento da leishmaniose
* se intralesional (IL). mformar detalhes no item 5
Madi Posologia® Wla da Data de Data de
adicameanto [dosa { interyaloh sominlatracio inigig térming
5. Se Intralesional (IL), informar detalhes
Apllcagio a1 Volume Inflifrado de Ghlucantims| Obgarvagio

B

aa

7u

B
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