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Silva, E.C.A.F. Estudo molecular comparativo entre parasitos isolados de
pacientes com formas cutanea localizada e disseminada da leishmaniose
tegumentar americana, atendidos no Laboratério de Pesquisa Clinica e
Vigilancia em Leishmanioses, 1989 a 2018. Rio de Janeiro, 2021, 89f. Dissertagao
[Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas — Fundagéo Oswaldo Cruz.

RESUMO

A leishmaniose disseminada (LDi) caracteriza-se por um numero elevado (=10) de
lesbes cutaneas polimorficas, provavelmente devido a disseminacdo hematica dos
parasitos, atingindo partes distintas do tegumento, podendo ou néo ser acompanhada
de acometimento de mucosas. E causada por espécies distintas de Leishmania e é
relativamente infrequente no contexto da leishmaniose tegumentar americana. Sua
resposta ao tratamento especifico € alvo de controvérsia: pode responder bem ao
tratamento convencional com antimoniais pentavalentes, entretanto existem casos
relatados de resisténcia medicamentosa. O objetivo deste estudo foi a comparacao
do perfil genético dos parasitos isolados de pacientes com LDi e de pacientes com
leishmaniose cutanea localizada (LCL), atendidos no Laboratorio de Pesquisa Clinica
e Vigilancia em Leishmanioses, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, entre 1989 e 2018. Foi realizado um estudo
caso-controle genotipico dos isolados derivados de fragmentos de lesGes cutaneas
obtidos através de bidpsia antes do tratamento. Isolados de pacientes com LDi e de
pacientes com LCL foram caracterizados genotipicamente utilizando primers
direcionados para o minicirculo de DNA do cinetoplasto (kDNA) e para 0s genes
codificadores da proteina do choque térmico 70 (hsp70), com sequenciamento destas
regibes e comparacao posterior. Todos os isolados parasitarios foram caracterizados
como Leishmania (Viannia) braziliensis. Houve maior variabilidade genética nos
isolados de pacientes com LDi, quando comparados aos isolados dos pacientes com
LCL. A andlise filogenética através dos alvos selecionados ndo demonstrou diferencas
entre os isolados de pacientes com LDi e com LCL em relacéo aos parametros clinicos
(tempo de evolucdo, presenca de comorbidades), laboratoriais por ocasido do
diagnostico (presenca de amastigotas no exame histopatolégico e no exame direto —
escarificagdo e/ou impressdo em lamina; reacdo em cadeia da polimerase; sorologia
- reacdo de imunofluorescéncia indireta e/ou ensaio imunoenzimatico;
intradermorreacdo de Montenegro), e de desfecho ap0s o primeiro tratamento (cura
ou recidiva). Houve agrupamento genotipico em um cluster de isolados de pacientes
com LDi e com LCL procedentes do municipio do Rio de Janeiro, mostrando
similaridade entre eles. Nao foi possivel demonstrar agrupamento distinto (clusters)
entre isolados de casos com LDi e de controles com LCL através dos alvos genéticos
estudados em relacéo aos diferentes parametros clinicos, laboratoriais e de desfecho.
Futuros estudos com alvos distintos poderdo avaliar se existem diferencas genéticas
adicionais entre os parasitos isolados de casos com LDi e com LCL que possam
auxiliar a compreender estas diferentes expressdes clinicas da doenca.

PALAVRAS CHAVES: Leishmaniose tegumentar americana; leishmaniose cutanea;
leishmaniose mucocutanea; Leishmania (Viannia) braziliensis; variagcdo genética.



Silva, E.C.A.F. Comparative molecular study between parasites isolated from
patients with localized and disseminated cutaneous forms of American
tegumentary leishmaniasis, attended at the Laboratory of Clinical Research and
Surveillance in Leishmaniasis, 1989 to 2018. Rio de Janeiro, 2021, 89f. Dissertation
[Master in Clinical Research in Infectious Diseases] - Evandro Chagas National
Institute of Infectious Diseases - Oswaldo Cruz Foundation.

ABSTRACT

Disseminated cutaneous leishmaniasis (DCL) is characterized by a high number (=10)
of polymorphic skin lesions, probably caused by the hematic dissemination of the
parasites, reaching different parts of the skin, and which may or may not be
accompanied by mucosal involvement. It is caused by distinct species of Leishmania
and it is relatively infrequent in the context of American Tegumentary Leishmaniasis.
Its response to specific treatment is controversial: it may respond well to conventional
treatment with pentavalent antimonials, however there are reported cases of drug
resistance. The aim of this study was to compare the genetic profile of the parasites
isolated from patients with DCL and from patients with localized cutaneous
leishmaniasis (LCL), treated at the Laboratory of Clinical Research and Surveillance
in Leishmaniasis, Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases, Oswaldo
Cruz Foundation, Rio de Janeiro, between 1989 and 2018. A genotypic case-control
study of isolates derived from fragments of skin lesions obtained through biopsy before
treatment was performed. Isolates from DCL patients and LCL patients were
genotypically characterized using the kinetoplast DNA (kDNA) and the genes encoding
the heat shock protein 70 (hsp70), with sequencing of these regions and subsequent
comparison among them. All parasitic isolates were characterized as Leishmania
(Viannia) braziliensis. There was greater genetic variability in isolates from DCL
patients when compared to isolates from LCL patients. The phylogenetic analysis
through the selected targets showed no differences between isolates from patients with
DCL and LCL in relation to clinical parameters (time of evolution, presence of
comorbidities), laboratory parameters at the time of diagnosis (presence of
amastigotes in the histopathological examination and in the direct examination — skin
smear and/or tissue printing; polymerase chain reaction; serology - indirect
immunofluorescence reaction and/or immunoenzymatic assay; leishmanin skin
reaction), and outcome after the first treatment (cure or relapse). There was a
genotypic grouping in a cluster of isolates from patients with DCL and LCL from the
city of Rio de Janeiro, showing similarity between them. It was not possible to
demonstrate distinct grouping (clusters) between isolates from cases with DCL and
controls with LCL using the studied genetic targets in relation to the different clinical,
laboratory and outcome parameters. Future studies with different targets might be able
to verify if there are additional genetic differences between the isolated parasites of
cases with DCL and with LCL that may help to better understand these different clinical
expressions of the disease.

KEY WORDS: American Tegumentary Leishmaniasis; cutaneous leishmaniasis;
mucocutaneous leishmaniasis; Leishmania (Viannia) braziliensis; genetic variation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecciosas parasitarias causadas por
protozoarios flagelados pertencentes ao género Leishmania (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estima que ocorram mais de um milhdo de casos novos ao ano
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Sé&o doencgas transmitidas pelas fémeas de insetos de aproximadamente 2-3
milimetros de comprimento dos géneros Phlebotumus ou Lutzomia (BRASIL, 2017;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Os insetos do género Phlebotomus spp.
s&o comumente encontrados na Europa, norte da Africa, Oriente Médio e Asia. Ja os
do género Lutzomia spp. sdo encontrados nas Américas, do sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina (CATANO; PINZON, 2019; REITHINGER et al., 2007). Ha
cerca de 500 flebotomineos conhecidos, mas apenas 30 destes sao incriminados na
transmissao da doenca (BATES, 2007; SRIVASTAVA et al., 2016).

1.2 Ciclo das Leishmanioses

A fémea do inseto precisa de um repasto sanguineo para a ovulagdo e
desenvolvimento do ovo. Ao realizar o seu repasto sanguineo em um hospedeiro
infectado, o flebotomineo adquire Leishmania spp. na forma amastigota. Ao longo de
um periodo de 4 a 25 dias os parasitos se diferenciam na forma promastigota e se
multiplicam no intestino do vetor. Ao realizar um novo repasto sanguineo, as formas
promastigotas metaciclicas sédo inoculadas no novo hospedeiro (BATES, 2007,
SRIVASTAVA et al.,, 2016) onde penetram nas células do sistema fagocitico
mononuclear, assumem a forma amastigota e se multiplicam por divisdo binaria
(READY, 2013), e assim é concluido o ciclo de transmisséo (Figura 1.1) (BATES,
2007; SRIVASTAVA et al., 2016).

Figura 1.1: Ciclo das Leishmanioses.
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Fonte: Elaboracgao propria, LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.

1.3 Taxonomia

A taxonomia é complexa, abrangendo mais de 20 espécies agrupadas em dois
subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). (BANULS, 2002;
FRAGA et al., 2010; LAINSON; SHAW, 1987; ODIWUOR et al., 2011). Estas espécies
estdo envolvidas em doencas negligenciadas que causam importante morbidade em
areas endémicas, principalmente nas areas tropicais e subtropicais (CANTACESSI et
al., 2015; SALES et al., 2019), afetando predominantemente populacdes pobres
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

1.4 Formas da LTA

As manifestacBes clinicas da doenca em seres humanos dependem de
interacdes complexas entre as caracteristicas da Leishmania spp. e as respostas
imunoldgicas do hospedeiro. As leishmanioses podem se manifestar de diversas
formas, desde lesGes cuténeas até quadros com envolvimento do figado e de outras
visceras (leishmaniose visceral ou calazar). As formas que afetam o tegumento séo
divididas em leishmaniose cutédnea (LC), e leishmaniose mucosa (LM) ou

mucocutanea. Existem também outras formas que derivam das principais, como a
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leishmaniose difusa (LCD, que se caracteriza por anergia especifica ao parasito),
leishmaniose disseminada (LDi), caracterizada por 10 les6es ou mais em areas nao
contiguas do tegumento, leishmaniose recidiva cutis e a leishmaniose dérmica pos
calazar (PKDL) (SINGH; DEY; SIVAKUMAR, 2005; SRIVASTAVA et al., 2016).

1.5 Epidemiologia

A leishmaniose tegumentar representa um problema de saude publica em
dezenas de paises localizados em quatro continentes, sendo eles Africa, Asia,
Ameéricas e Europa (WHO, 2010; WHO, 2021). Aproximadamente 95% dos casos da
doenca ocorrem nas Ameéricas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central.
Oitenta e cincos por cento dos novos casos sao registrados em 10 paises, sendo eles
Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Ird, Iraque, Paquistéo, Republica Arabe

da Siria e Tunisia (Figura 1.2).

Figura 1.2: Status de endemicidade da leishmaniose cutanea ao redor do mundo, 2020.
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Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) (2021).

A LC e a LM do Novo Mundo s&o conhecidas como leishmaniose tegumentar
americana (LTA) (BRASIL, 2017).
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1.6 Tratamento

Nas ultimas décadas, o arsenal terapéutico da LTA se caracterizou por poucos
medicamentos disponiveis. O tratamento da leishmaniose cutanea ou mucocutanea &
realizado com diversos medicamentos, como antimoniais pentavalentes, pentamidina,
miltefosina, anfotericina B e paromomicina (WHO, 2010). Porém, esses
medicamentos apresentam problemas como custo elevado, toxicidade para alguns
sistemas e orgaos, duracao do tratamento, via de administracéo e o desenvolvimento
de parasitos resistentes aos farmacos, o que pode levar a dificuldades no tratamento,
inclusive o abandono (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010; SRIVASTAVA et al., 2016).
O acesso a medicamentos para o tratamento das leishmanioses € desafiador nos
paises pobres que apresentam maior nimero de casos. Alguns fatores contribuem
para tal dificuldade, como o fato de serem dispendiosos, de alguns protocolos de
tratamento incluirem poucos ou nenhum dos tratamentos contra leishmaniose na lista
de medicamentos essenciais, do fornecimento destes ndo ser continuo, entre outros
problemas (WHO, 2021). No Brasil, os medicamentos para LTA sao disponibilizados
pelo Ministério da Saude sem repasse do custo de aquisicdo aos pacientes (BRASIL,
2017), entretanto ocasionalmente ocorrem problemas na disponibilizacdo de algum
dos medicamentos recomendados. O tratamento da LTA deve ser feito segundo a
forma clinica e os exames laboratoriais, obedecendo aos critérios para cada situacéo,
apos avaliacdo de possiveis contraindicacbes, e com monitorizacdo dos eventos
adversos. Deve levar em consideracdo a espécie infectante, ou pelo menos as
informacdes relacionadas as espécies em circulacdo no local, em consonéancia com
os dados clinicos. O Ministério da Saude estabelece diretrizes gerais adaptaveis pelos
centros de referéncia para sua realidade local, segundo avaliacdo do risco-beneficio
para cada paciente (BRASIL, 2017).

1.7 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana no Brasil
Entre 2010 e 2019, o niumero médio de casos anuais de LTA no Brasil foi de
18.697, com um coeficiente de detec¢do médio de 9,32 casos/100.000 habitantes
(BRASIL, 2020a; BRASIL, 2020b).
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Apesar da LTA ser causada por diversas espécies de Leishmania, no Brasil L.
(V.) braziliensis é a principal responsavel pela doenca (MACHADO, PRATES,
MACHADO, 2019; MEMBRIVE, et al, 2017; TURETZ, MACHADO, KO AL, et al, 2002;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

No Brasil a LTA possui ampla distribuicdo, com registro de casos em todas as
unidades da federacédo (BRASIL, 2017). A regido Norte apresenta o maior coeficiente
de casos, seguida pelas regides Nordeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2020a). Afeta
principalmente as areas rurais ou proximas a regiées de mata, onde ha abundancia
de animais silvestres, como preguicas, roedores silvestres e tamandug; e insetos
flebotomineos (SALES et al., 2019). Maior nimero de casos é notificado durante a
estacdo chuvosa (GUERRA et al., 2015). Houve uma diminui¢cdo no numero de casos
no Brasil no periodo de 1990 a 2016 (BEZERRA et al., 2018). No estado do Rio de
Janeiro (RJ) também houve uma diminui¢@o no coeficiente de incidéncia entre 2004 e
2016 (VITA et al.,, 2016). No RJ, a LTA é causada quase exclusivamente pela
Leishmania (V.) braziliensis, cuja transmissdo depende da adaptacdo do vetor
Lutzomyia intermedia ao domicilio e peridomicilio (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

1.8 Classificacéo clinica da LTA

Aspectos relacionados a Leishmania e a resposta imunoldgica do hospedeiro
determinam a forma clinica da LTA e influenciam o resultado terapéutico (BRASIL,
2017).

As caracteristicas tipicas da leishmaniose cuténea localizada (LCL) sdo uma
ou poucas lesbes ulceradas, com fundo granulomatoso e bordas infiltradas,

localizadas geralmente em areas expostas do corpo (BRASIL, 2017) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Lesao de leishmaniose cuténea localizada em perna.

A

Fonte: LaPClinVigiLeish, INI, Fiocruz.

Leishmaniose recidiva cutis é caracterizada por reativacédo da lesdo em cicatriz
de lesdo anterior (OLIVEIRA-NETO et al., 1998).

A LCD é uma forma rara de LTA causada por Leishmania mexicana ou
Leishmania amazonensis, encontrada ocasionalmente no México e norte do Brasil,
caracterizada por anergia especifica e areas infiltradas com abundancia parasitaria
(MARIZ et al. 2019). J& foi descrito um caso no estado do Rio de Janeiro causado por
L. (L.) amazonensis (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007).

A LDi caracteriza-se por um numero elevado de lesbes cutaneas (>10),
polimérficas (ulceradas, papulosas, pustulosas), acometendo mais de um segmento
corporal, com ou sem acometimento de mucosas, e ha relatos de aumento recente da
sua ocorréncia (ROSA; MACHADO, 2011; MACHADO et al., 2019).

A leishmaniose mucosa (LM) manifesta-se com lesdes destrutivas, cronicas,
nas mucosas do nariz, boca, faringe, laringe, ou na genitalia (BRASIL, 2017); que
parecem ser consequentes a disseminacdo hematica (LLANOS-CUENTAS et al,
1985). As apresentacgOes clinicas da LM séo: forma mucosa tardia, forma mucosa
concomitante, forma mucosa contigua, forma mucosa primaria ou forma mucosa de
origem indeterminada (BRASIL, 2017; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).
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1.9 Leishmaniose cutanea disseminada

Nas semanas subsequentes a picada do inseto vetor infectante e a formacao
da ulceracéo inicial, na LDi numerosas lesdes polimoérficas (Ulceras, papulas, pustulas,
placas infiltradas) surgem na mesma ou em outras partes do tegumento (MACHADO;
PRATES; MACHADO, 2019). A disseminacdo hematica dos parasitos parece ser
responsavel pelas numerosas lesdes cutaneas e pelas lesées mucosas na LDi, porém
o mecanismo de disseminacdo ndo é conhecido; pode ser causada por espécies
distintas de Leishmania (CARVALHO et al., 1994; CATANO; PINZON, 2019). Varios
pacientes relatam sintomas sistémicos durante este periodo. Os mais comuns sao
febre, astenia, calafrios, mal-estar e ndusea, o que reforca a percepcao geral de que
0 processo de disseminacdo seja por via heméatica (CARVALHO et al., 1994;
MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; TURETZ et al., 2002).

O quadro clinico caracteristico consiste na coexisténcia de varios tipos de
lesbes cutaneas, como lesdes pustulosas que lembram acne, papulas inflamatérias
(que podem ser exulceradas e com crostas), nddulos, Ulceras e raramente lesdes
verrucosas ou vegetantes em segmentos corporais ndo contiguos. Alguns pacientes
podem ter centenas ou até milhares de lesdes (COUPPIE et al., 2004) sem poupar
nenhum segmento corporal (CARVALHO et al, 1994, MACHADO; PRATES;
MACHADO, 2019; TURETZ et al., 2002).

Pode haver diversas lesdes na face, mas também afeta intensamente o tronco
e os membros (Figura 1.4). Lesbes ulceradas com bordas infiltradas no tronco,
membros inferiores e superiores sdo comuns, ocorrendo em dias ou semanas apoés a
picada do inseto vetor. O envolvimento de membranas mucosas € frequente, com
predilecdo pela mucosa nasal, e frequentemente caracterizada pela presenca de
infiltracdo com ou sem ulceragcdo (MACHADO et al., 2015; MACHADO; PRATES,;
MACHADO, 2019). Em alguns pacientes a presenca de linfadenopatia em varias
regides do corpo pode ocorrer durante a fase de disseminacdo (MACHADO; PRATES;
MACHADO, 2019). Lesdes genitais sdo também comuns nestes pacientes (LYRA et
al, 2020).



24

Figura 1.4: Paciente com leishmaniose cutanea disseminada com numerosas lesdes nas maos e na
regido abdominal.

Fonte: LaPClinVigiLeish, INI, Fiocruz.

No Brasil, LDi tem sido descrita predominantemente em estados da Regido
Nordeste (GALVAO et al., 1993; MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019), mas
recentemente também ha relatos de séries de casos na regido Sudeste (VERNAL et
al, 2016; VIEIRA-GONCALVES et al, 2008). Na Bahia, LDi parece estar aumentando
em numero de casos ao longo dos anos (JIRMANUS et al., 2012).

A LDi acomete pacientes imunocompetentes, mas também individuos
imunossuprimidos, como os HIV positivos (GUERRA et al., 2011; LINDOSO et al.,
2009; MACHADO et al., 1992). A LDi pode estar associada a ingestdo de bebidas
alcodlicas; o alcool causa desregulacdo das respostas imunes inatas e adaptativas
possivelmente levando ao aumento da carga parasitaria nestes pacientes. As
deficiéncias de vitaminas e micronutrientes também sdo comuns em pessoas que
fazem mau uso do alcool e também podem contribuir para o risco de LDi (SOUSA et
al.,, 2021). Pode responder bem ao tratamento convencional com antimoniais
pentavalentes (CARVALHO et al, 1994), porém hé relatos de falha terapéutica
afetando até 75% dos pacientes com este tratamento (MACHADO et al., 2019),
especialmente quando associada ao HIV (LINDOSO et al., 2009). Ma resposta
terapéutica pode variar conforme a espécie parasitaria; em um estudo, foi observada
em pacientes com L. amazonensis, mas nao com L. (V.) braziliensis (CARVALHO et
al., 1994).
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A caracteristica mais marcante que diferencia LCL, LM e LDi é o grau de
metéstase da leséo de inoculacao original. As lesdes de LCL séo geralmente restritas
a porta de entrada do parasito. LM é definida pelo acometimento de mucosas. Ja LDi
€ caracterizada por uma ampla disseminacdo para locais cutaneos ou mucosas,
distantes do local de inoculagéo (QUEIROZ et al., 2012).

A ocorréncia de lesdo cutanea ulcerada é influenciada pela intensidade de
reacao inflamatoria (DANTAS et al., 2014; GOLLOB; ANTONELLI; DUTRA, 2005;
MORGADO et al., 2018). Quando comparadas as respostas imunes envolvidas na
LCL e na LDi, aimunidade do hospedeiro na LCL parece ser mais eficiente, com maior
producao de interferon gama (IFN- y) e fator de necrose tumoral (DANTAS et al., 2014,
GUIMARAES et al. 2005; TURETZ et al. 2002). Demonstraram-se semelhancas nas
concentracfes de células CD8+, Ki67+, NK, macréfagos, neutroéfilos, e expressao de
oxido nitrico sintase-2 (NOS2) em pacientes com LCL e LDi, mas pacientes com LCL
apresentaram maior concentracdo de células CD4+ e mastocitos, enquanto pacientes
com LDi apresentaram maior niumero de células CD25+; as diferencas ndo foram
suficientes, isoladamente, para distinguir os dois grupos (PEREIRA, 2017). Outro
estudo in situ mostrou também semelhancas entre as concentracdes de células entre
os grupos LCL e LDi, sugerindo que poucas diferencas entre as lesdes de ambas as
formas clinicas podem ser demonstradas observando-se apenas os tecidos (DANTAS
et al, 2014).

Os principais diagndésticos diferenciais da LDi séo outras formas de LTA, como
a LCD e LCL. No caso de LCD, o quadro clinico se assemelha a algumas
manifestacdes da hanseniase virchowiana, com placas e nodulos infiltrados. LDi por
sua vez, exibe lesdes papulosas e inflamatérias superficiais, além de ulceracdes
(MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019).

O tratamento de primeira escolha da LDi recomendado pelo Ministério da
Saude é com antimoniato de meglumina na dose de 20 mg do fon antiménio (Sb*°)
por quilograma de peso por dia por 30 dias. A anfotericina B lipossomal é indicada
como primeira escolha para os pacientes com idade acima de 50 anos, insuficiéncia
renal, cardiaca e hepatica, transplantados renais, gestantes e nos casos graves ou
com grande numero de lesbes (acima de 20 lesBes). Como segunda escolha,

recomenda-se a anfotericina B desoxicolato (BRASIL, 2017).
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1.10 Diagnéstico da LTA

O diagnostico de LTA geralmente é realizado com base em caracteristicas
clinicas e confirmado por uma variedade de exames, como intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM), histopatologia, cultura, exame direto, métodos moleculares e
sorologia. Um grande problema dos métodos de diagndstico é que a maioria depende
da presenca do parasito, necessitando de quantidade suficiente deles nas lesdes
(CHIARAMONTE et al., PEDRAL-SAMPAIO et al., 2016; 1999; SOUZA et al., 2013).
Ferramentas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) possibilitam
uma deteccdo mais rapida e sensivel dos parasitos (GUERBOUJ et al., 2014).

O diagnéstico diferencial clinico e laboratorial para doengas como
esporotricose, tuberculose, paracoccidioidomicose entre outras, deve ser considerado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O exame direto, através da escarificacdo da lesdo que consiste na disposicéo
do material coletado em lamina, coloracdo, e visualizacdo em microscoépio 6ptico,
representa um método simples e acessivel mesmo em condi¢cdes de escassez de
recursos laboratoriais em areas endémicas (MELLO; MADEIRA, 2015). A impressao
em lamina de um fragmento de les@o cutanea coletado através de procedimento de
bidpsia também constitui método simples com sensibilidade superior a do exame
histopatolégico (SOUSA et al., 2014).

O exame histopatolégico pode demonstrar 0s parasitos nos tecidos em 44% a
53% dos casos (QUINTELLA et al., 2009; SOUSA et al., 2014), sendo fundamental
para o diagnéstico diferencial com outras enfermidades. A imunohistoquimica é mais
sensivel que a histopatologia convencional na visualizagdo dos parasitos
(QUINTELLA et al., 2009).

A cultura é um método de referéncia diagnostica pois em casos positivos
permite a visualizacdo das formas promastigotas através do microscopio optico. O
fragmento de tecido é inoculado em meio de cultura bifasico NNN (McNeal, Novy e
Nicolle), acrescido de meio liquido Schneider® e incubado entre 26°C e 28°C,
temperatura ideal para o crescimento do parasito. A partir do quinto dia podem ser
observadas as formas promastigotas. Sao realizadas observacdes semanais por até
um més para avaliacdo do crescimento parasitario e liberacdo do laudo (BRASIL,
2017). Apesar de ser um método com excelente especificidade, pode apresentar
sensibilidade em torno de 70% dos casos (LUZ et al, 2009, RASTI et al., 2016),
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havendo possibilidade de contaminacdo por fungos e bactérias que causam
dificuldades do crescimento do parasito (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012;
REITHINGER et al., 2007; SARKARI et al., 2014).

Os métodos sorologicos sédo pouco utilizados para o diagnoéstico da LTA devido
a limitada manifestacdo sistémica e consequentemente uma menor producdo de
anticorpos quando comparada a producgéao por LV (ROCHA et al., 2006; SARKARI et
al., 2014). A especificidade é variavel principalmente em areas onde pode haver
reacdo cruzada com outros parasitos como Trypanosoma cruzi (REITHINGER,;
DUJARDIN, 2007). Entretanto, a sorologia € muito Util para casos em que a
manifestacdo clinica € compativel com LTA e outros testes foram negativos. Dentre
0s métodos soroldgicos estao a reacao de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio
imunoenzimético (enzime linked immunosorbent assay, ELISA), uteis também para o
acompanhamento dos casos, além do teste de aglutinacéo direta (DAT) (CATALDO
et al.,, 2010; FURTADO, 1980; PORFIRIO-PASSOS et al., 2012; SZARGIKI et al.,
2009; SARKARI et al., 2014).

A IDRM é baseada na reacdo de hipersensibilidade tardia (BRAZ, 2019;
GUEDES et al., 2017). A resposta imune celular se manifesta por um endurecimento
cutaneo resultante da aplicacéo intradérmica do antigeno de Leishmania, que pode
ser medido em milimetros (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; GUEDES et al.,2017).
E utilizado como método complementar ao diagndstico por apresentar alta
sensibilidade e especificidade, e além disso é de facil execucao e de baixo custo, pelo
fato de néao requerer equipamentos sofisticados (ANTONIO et al., 2014; GUEDES et
al., 2017). As desvantagens é que o teste ndo distingue entre infeccdes passadas ou
atuais (REITHINGER; DUJARDIN, 2007) e o antigeno para realizagdo da IDRM néo
esta disponivel no Brasil ha alguns anos, sem previsdo de fornecimento pelo Ministério
da Saude.

Diferentes métodos moleculares foram avaliados para o diagnéstico de
leishmaniose, como eletroforese em gel de campo pulsado e eletroforese de enzima
multilocus, porém ensaios baseados em PCR constituem o principal método de
diagnostico (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Sdo muito Uteis para a confirmacgéao de
suspeita clinica, especialmente em condi¢cdes em que nao se € possivel a deteccao
de parasitos por outros métodos (FAGUNDES et al., 2010; OLIVEIRA-RIBEIRO et al.,

2017). Possuem uma alta sensibilidade e especificidade em relagéo as técnicas de
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impressao em lamina, histopatologia e cultura (FAGUNDES et al., 2010). Para sua
realizacdo sdo necessarios equipamentos como termociclador, cuba de eletroforese,
transiluminador UV e camera. Sao técnicas que requerem tempo, e esses fatores
fazem com que se tornem técnicas custosas (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Séo
Uteis para o diagndstico pelo fato de ndo requererem uma grande quantidade de
amostra, pois o0 DNA de Leishmania esta presente mesmo que em quantidades
minimas em amostras bioldgicas (FRAGA et al., 2010; PANDEY et al., 2009). Diversos
tipos de amostras podem ser utilizados na reac¢éo, incluindo medula éssea (CORTES
et al., 2004; FRAGA et al., 2010), biopsias de pele (FRAGA et al., 2010; STARK et al.,
2006), nodulos linfaticos ou camada leucocitaria e sangue periférico (FRAGA et al.,
2010; LACHAUD et al. 2001).

1.11 Andlise genética dos parasitos na LTA

Espécies de Leishmania circulam naturalmente como um grupo de
subpopulacdes heterogéneas, e a demonstracéo da policlonalidade do inéculo inicial
de multiplas cepas foi previamente relatado em outros estudos (OLIVEIRA et al, 2013).
Diferentes padrbes epidemioldgicos podem influenciar os niveis de variabilidade
genética e influenciar a diversidade da populacdo de parasitos na evolucao e
distribuicdo das caracteristicas relacionadas a viruléncia, resisténcia aos
medicamentos e infectividade (GAGINI et al., 2017).

Leishmania (V.) braziliensis mostrou existéncia de varios polimorfismos
genéticos intraespecificos e variabilidade de manifestacbes clinicas observadas
(OLIVEIRA et al, 2013). Polimorfismos em minicirculos do DNA de cinetoplastos
(kDNA) podem surgir durante a infecgdo com um unico clone do parasito, mas podem
ser revertidos ao padrao original. Essa plasticidade do minicirculo pode ser entendida
como uma desvantagem, potencialmente limitando, em alguns casos, a interpretacéo
dos resultados (GAGINI et al., 2017).

L. (V.) braziliensis mostrou polimorfismos genéticos em diferentes regides
brasileiras onde esta espécie € endémica, com alta diversidade molecular na bacia
amazonica, enquanto isolados do Rio de Janeiro eram mais homogéneos
(CUPOLILLO et al., 2003).

A diversidade clinica e epidemiolégica da leishmaniose se soma a
complexidade da taxonomia (FRAGA et al.,, 2010, ODIWUOR et al., 2011,
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ROUGERON et al., 2009; TIBAYRENC et al., 1993). Leishmanias tém um ciclo de vida
dimorfico, onde existem formas promastigotas extracelulares, que se multiplicam no
trato alimentar do vetor, e formas amastigotas intracelulares que se multiplicam nas
células mononucleares do hospedeiro. O acumulo gradual de mutac¢des por divisao
celular mitética e/ou por recombinacdo sexual produzem misturas de genomas
(INBAR et al., 2019; ROUGERON; DE MEEUS; BANULS, 2015). A ampla diversidade
genética dos parasitos do género Leishmania, sobretudo L. (V.) braziliensis, espécie
de maior prevaléncia no Brasil, é conhecida (CUPOLILLO et al., 2003; ISHIKAWA et
al., 2002; PACHECO et al., 1990). Esses organismos mostram plasticidade inter e
intraespécies quanto ao nimero e tamanho dos cromossomos (cariétipo molecular),
e também no genoma mitocondrial, variando, principalmente, no tamanho e
organizacdo dos maxicirculos. Diferentes padrbes epidemiolégicos poderiam
influenciar os niveis de variabilidade: a elevada heterogeneidade genética de L. (V.)
braziliensis na Amazonia foi relacionada ao grande namero de vetores que atuam nos
ciclos de transmissao ali, ao contrario da costa atlantica do Brasil, onde as amostras
indicaram baixo nivel de heterogeneidade, provavelmente refletindo a adaptacao de
clones parasitarios a diferentes vetores (CUPOLILLO et al., 2003).

O kDNA é uma regido diferenciada da mitocondria dos protozoéarios da ordem
kinetoplastida. E uma rede concatenada de moléculas circulares, os maxicirculos e os
minicirculos(Figura 1.5). (OLIVEIRA, 2013; RODGERS et al. 1990; SIMPSON, 1987).
O tamanho dos maxicirculos varia de 20 a 40 kb. Possuem genes que codificam as
proteinas mitocondriais, tais como genes rRNAs e de proteinas do complexo
respiratorio (ARAUJO, 2008; KLINGBEIL; ENGLUND, 2004). S&o formados por
sequéncias homogéneas e estdo presentes com cerca de 50 coépias por rede
(OLIVEIRA, 2013; SIMPSON, 1987; RODGERS et al. 1990). Os minicirculos possuem
1.4 kb e estédo presentes em milhares de cépias (cerca de 10.000 a 20.000 copias por
rede). O tamanho varia de 700 a 900 pares de base (bp) entre as diferentes espécies
de Leishmania. Sao responsaveis pela estrutura da rede. Sua funcdo genética
principal é a de codificar os pequenos RNAs guias que comandam a especificidade
da edicdo de RNA (OLIVEIRA, 2013; RODGERS et al. 1990; SIMPSON, 1987).

Os minicirculos possuem duas regides diferentes: regido conservada e regiao
variavel. A regido conservada possui uma sequéncia de nucleotideos de 120 a 200 bp
(OLIVEIRA, 2013; SIMPSON, 1987). Nesta regidao se encontram pequenos blocos
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conservados de sequéncias que sdo semelhantes entre os tripanosomatideos. A
regido variavel é a regido heterogénica das sequéncias e € diferente entre as classes
de minicirculos da mesma rede. A rapida taxa evolutiva da regido variavel poderia
explicar a diversidade dos minicirculos. Estas regibes podem ser evidenciadas em
toda a molécula e ocorre um grande namero de copias na rede de kDNA do parasito,
fazendo com que o0 kDNA seja um excelente alvo para estudos de evolucéo da espécie
e para o diagnoéstico molecular (DEGRAVE et al. 1994; OLIVEIRA et al., 2013).

Os minicirculos do KDNA foram os primeiros alvos moleculares a serem
estudados em parasitos do género Leishmania pela técnica de PCR (PACHECO et
al., 1990). Pela analise das regifes variaveis dessas moléculas, foram desenvolvidos
iniciadores, utilizados na PCR, que identificam as espécies responsaveis pela LTA,
em nivel de subgéneros ou complexos (BAPTISTA et al., 2012; FERREIRA; GOMES;
PEREIRA-CHIOCCOLA, 2015; GAGINI et al., 2017; MARCUSSI et al., 2008). E
possivel amplificar todo o minicirculo de espécies de Leishmania do subgénero
Viannia, gerando um fragmento de 750 bp (VERGEL, 2005). O material amplificado
pode ser sequenciado e analisado utilizando programas Bioedit Sequence Alignment
Editor, Mega 6 (Molecular Evolutionary Genetic Analisys e Basic Aligment Search Tool
(BLAST).
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Figura 1.5: Desenho esquematico do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp.,
mostrando os blocos de sequéncias conservadas (CSB) e a regido variavel.
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Fonte: AKHOUND et al (2017).

As células eucariontes e procariontes possuem genes que codificam proteinas
com funcé@o de protecdo celular e acompanham ou auxiliam no transporte, sintese,
degradacédo e desdobramento por interagirem de forma reversivel com outros genes,
as quais sdo chamadas Proteinas de Choque Térmico (Heat Shock Protein - Hsp)
(KREGEL, 2002; MAYER & BUKAU, 2005). Sao bastante conservadas
evolutivamente, o que demonstra importancia para os seres vivos (CAMPOS, 2007,
CLAYTON et al., 1995; ZUGEL; KAUFMANN, 1999).

A nomenclatura se da a partir de seus pesos moleculares, por exemplo HSP-
72, que possui 72 kDa, e assim respectivamente. A partir disso foram agrupadas por
tamanhos préximos, sendo divididas em familias. As principais séo as pequenas hsps,
hsp40, hsp60, hsp70, hsp90 e hspl00 (CAMPOS, 2007; KIANG; TSOKOS, 1998;
ROBERT, 2003).

Dentre as hsps, a hsp70 é a mais conservada e a primeira a ser induzida em
resposta a diversos fatores estressantes (CASTRO et al., 2013; MUKHOPADHYAY et

al., 2003). Sao abundantemente expressas durante a diferenciacdo celular (KREGEL,
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2002; MAYER & BUKAU, 2005). E expressa em grande quantidade na fase de
diferenciacdo entre amastigotas e promastigotas no ciclo da leishmaniose, tanto no
hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado, pelas variacdes de pH e sobrevivéncia
do parasito contra fatores toxicos provenientes dos macrofagos (FOLGUEIRA &
REQUENA, 2007; MAYER, 2013; SANTOS, 2019).

Inicialmente, o gene hsp70 foi utilizado para a caracterizagdo de espécies de
Leishmania através da andlise de polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (RFLP) (AUWERA, 2013; GARCIA et al., 2004).

O gene hsp70 possui algumas vantagens, sendo de facil comparacao em todas
as espécies de Leishmania, pelo fato de ndo haver variacdo no tamanho do gene,
discriminando os dois subgéneros (Viannia) e (Leishmania). O gene nao possui quase
nenhuma variacao de sequéncias por ser organizado como uma unidade de repeticao
in tandem, ou seja, as copias repetidas sdo adjacentes e em mesma orientacao
(AUWERA et al., 2013).

Auwera e colaboradores padronizaram a técnica de sequenciamento de DNA
de fragmentos amplificados por PCR do gene da proteina hsp70. Eles utilizaram os

primers descritos na figura abaixo (Figura 1.6).

Figura 1.6: Posicdo dos primers de PCR e produtos utilizados para sequenciamento na regido de
codificagdo de hsp70. Neste estudo amplificamos o fragmento PCR-N com 593 bp utilizando os primers

hsp70 F-25 e hsp70 R-617.
<4 HSP70-R617 <4 HSP70-R1310

HSP70-6F »

(| [P Gosbp 5205 |
PCR D

fragments

PCR-T (766 bp) [723 bp]

PCR-F (1,286 bp) [1,245 bp]

PCR fragment from [13]

Fonte: AUWERA et al (2013).

O sequenciamento de DNA desempenha a funcéo de leitura dos nucleotideos
presentes nas moléculas de DNA ou RNA (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).
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Dois tipos de tecnologia sao usados, 0 sequenciamento de Sanger e sequenciamento
de nova geracao (FIETTO; MACIEL, 2016).

A técnica de Sanger, a que foi utilizada neste estudo, consiste em que a enzima
DNA polimerase estenda a cadeia polinucleotidica a partir de um oligonucleotideo
iniciador ancorado por complementaridade em uma das fitas (fita molde). Como as
fitas de DNA sdo complementares (A:T e C:G), a partir deste molde, a enzima vai
adicionando o nucleotideo complementar necessitando do grupo hidroxila livre (OH)
na posicdo 3, componente do desoxiribonucleotideo anterior (dNTP). Para
interrupc@o da sequéncia é necessario adicionar a essa reagdo altas concentracoes
de nucleotideos que interrompam a polimeriza¢do da cadeia, que sdo denominados
didesoxiribonucleotideos (ddNTPs) em que a pentose perdeu o grupo hidroxila da
posicdo 3’ (OH), necessario a continuidade da polimerizacdo da cadeia. Durante os
ciclos de polimerizagdo, os ddNTPs véo sendo incorporados aleatoriamente,
produzindo fragmentos de tamanhos diferentes (AZAMBUJA et al., 2014). As cadeias
terminadas sao entdo reveladas por eletroforese (SANGER; NICKLEN; COULSON,
1977).

Atualmente existem sistemas automatizados para sequenciamento de DNA
baseadas no método de Sanger. Esses sistemas usam diferentes marcadores
fluorescentes para marcar cada nucleotideo (como HEX 6- carboxi-2',4'7',4,7-
hexaclorofluoresceina, FAM 6- carboxifluoresceina, ROX carboxi-X-rodamina ou TET
4,7,2' 7'-tetracloro-6-carboxifluoresceina) permitindo correr as rea¢cdes em uma coluna
s6 e realizar a leitura pela cor do nucleotideo. A leitura se baseia no fato de que os
marcadores fluorescentes adicionados aos nucleotideos, quando estimulados por raio
laser, emitem diferentes comprimentos de onda determinados pelos fluoréforos
(AZAMBUJA et al., 2014).
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Figura 1.7: Modelo esquematico dos procedimentos necessarios para realizagcao de sequenciamento
de Sanger.

ddCTP ddGTP ddTTP ddATP
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Fonte: ORGES-OSORIO, M L, ROBINSON, W M, 2013.

O sequenciamento pode ser realizado a partir do DNA gendémico, que contém
a maior parte da informacéo genética, como também pode ser realizado a partir de
outras moléculas, como DNA mitocondrial, cloroplastidico, plasmidial, entre outros. A
Técnica de Sanger ou Método de Terminagdo de Cadeia € comumente utilizada para
sequéncias de até 900 bp (FIETTO; MACIEL, 2016).

Ainda sdo desconhecidos 0s mecanismos que causam o potencial metastatico,
embora fatores como as vulnerabilidades ambientais e imunolégicas e a filogenia de

diversos parasitos tenham sido associados ao surgimento de metastases infecciosas.
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E possivel que este processo dependa de interagcbes complexas entre os parasitos,
hospedeiros, fatores ambientais, fatores genéticos e ndo genéticos. Diversas
diferencas fisiologicas foram descritas onde os parasitos metastaticos podem ter
aprimorado suas capacidades de sobrevivéncia relacionada a uma resisténcia ao
estresse oxidativo e drogas anti-Leishmania, como o antiménio (HARTLEY et al.,
2014).

A biodiversidade € definida como uma variedade do mundo natural ao qual
todos os individuos apresentam diferencas e semelhancas, variando no tempo,
espaco, forma e funcdo. E com toda essa diversidade, se fez necessario a criacdo de
métodos de classificagdo. A filogenia é um método utilizado para resgatar o
conhecimento acerca das relacbes de parentesco entre as espécies (LOPES;
VASCONCELOS, 2012). Este estudo foi realizado visando comparar as
caracteristicas genotipicas dos isolados parasitarios de lesGes de pacientes com LDi
com isolados de pacientes com LCL atendidos no INI / Fiocruz, a fim de avaliar se
existiam diferencas entre os parasitos que pudessem auxiliar na compreensao do

desenvolvimento destas manifestagdes clinicas tdo diversas na LTA.
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2. JUSTIFICATIVA

Apo6s confirmacédo diagndstica, varias questdes necessitam de respostas: por
que alguns pacientes apresentam a forma disseminada da doenca? Existem
diferencas genotipicas entre os parasitos isolados de lesGes cutaneas de pacientes
com LDi em comparacdo com isolados de pacientes com leishmaniose cutanea
localizada (LCL)?

Podemos indagar se a resposta imune do hospedeiro é determinante, ja que
estudos mostraram que a L. (V.) braziliensis circulante no Rio de Janeiro é bastante
homogénea (BAPTISTA et al, 2009). No entanto, esta relagio de causa e efeito ainda
nao esta completamente estabelecida. Diferencas genotipicas dos parasitos nos
pacientes apresentando LDi poderiam contribuir para a disseminacéo de lesdes.

Deste modo, o estudo molecular dos parasitos auxiliaria no estabelecimento de
parametros para um melhor conhecimento do comportamento da enfermidade nos

pacientes com LCL e LDi.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar comparativamente caracteristicas genotipicas dos parasitos isolados de
pacientes com LDi e de pacientes com LCL atendidos no Laboratério de Pesquisa
Clinica e Vigilancia em Leishmanioses (LaPClinVigiLeish), Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundagcdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), entre 1989 e
2018.

3.2 Objetivos especificos
1- Descrever os pacientes estudados e seus controles quanto a procedéncia,
caracteristicas clinicas, exames relacionados com o diagndstico (sorologia; IDRM;
cultura; exame direto — escarificacdo e impressdo em lamina; histopatolégico e
imunohistoquimica por ocasido do diagnostico, além do desfecho depois do primeiro
tratamento com antimonial.
2- Caracterizar genotipicamente através dos alvos de KDNA e hsp70 os parasitos
isolados de pacientes com LDi e de pacientes com LCL atendidos no LaPClinVigiLeish
entre 1989 e 2018.
3- Realizar andlise filogenética através dos alvos de kDNA e hsp70 dos parasitos
isolados de pacientes com LDi e de pacientes com LCL por sequenciamento.
4- Comparar genotipicamente os parasitos isolados de pacientes com LDi com os de
pacientes com LCL através das técnicas de PCR utilizando dos alvos regido variavel
do minicirculo de kDNA e hsp70 por sequenciamento.
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4. METODOLOGIA

4.1 Casuistica

Os pacientes elegiveis para o estudo foram atendidos no ambulatério,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) relacionado ao
“‘Estudo para a sistematizacdo do atendimento de pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas — Fiocruz” (anexo lll), ndo possuiam comorbidades que
influenciassem na imunidade (como coinfeccdo com HIV), e tiveram suas lesbes
cutdneas biopsiadas, sendo os fragmentos obtidos enviados para diagnostico por
cultura em meios para crescimento de Leishmania spp.

Para o estudo os pacientes foram divididos em dois grupos:

- Grupo | / casos: isolados de pacientes que possuiam 10 ou mais lesées

- Grupo Il / controles: isolados de pacientes com menos de 10 lesbes

4.1.1 Critérios de inclusdo e exclusdo
4.1.1.1. Critérios de inclusédo
Foram incluidos isolados de pacientes atendidos no LaPClinVigiLeish entre
01/1989 e 12/2018, que puderam ser recuperados da criopreservacao em nitrogénio
liquido para obtencdo de massa parasitaria, extracdo de DNA e caracterizacdo por
isoenzimas.
4.1.1.2. Critérios de excluséo
Foram excluidos do estudo os isolados que ndo puderam ser caracterizados
por isoenzimas. Isolados obtidos a partir de lesdes de pacientes com comorbidades
que influenciam a resposta imune, como coinfeccdo com HIV, também foram
excluidos.

4.1.1.3. Calculo amostral

Tratou-se de um estudo de caso-controle com amostra de conveniéncia. Os
pacientes foram selecionados dentre todos o0s pacientes atendidos no
LaPClinVigiLeish no periodo, que se enquadravam nos critérios de inclusdo e
exclusao, com isolados de pacientes com LDi e isolados de pacientes com LCL. No
periodo de janeiro de 1989 a dezembro de 2018, foram atendidos no LaPClinVigiLeish

929 pacientes, dos quais 37 pacientes tinham 10 ou mais lesdes. Aplicando os critérios



39

de inclusdo e exclusdo foram selecionados ao final 11 casos com LDi e 21 controles
com LCL (pacientes com uma ou poucas lesoes).

4.2. Analises laboratoriais

4.2.1. Selecéo dos isolados parasitarios.

Foram utilizados isolados parasitarios previamente criopreservados e
caraterizados por isoenzimas no LaPClinVigiLeish de acordo com protocolo interno
padronizado. Apos selecédo dos participantes, foi realizada uma busca em banco de
dados do laboratério para verificar a existéncia de material criopreservado destes
pacientes, e selecionados aqueles que atendiam aos critérios de inclusdo do estudo.

Os isolados criopreservados selecionados foram recuperados e preparados de
acordo com Miranda e colaboradores (2019) conforme descrito no item 4.5.2.

4.2.2. Recuperacdo das amostras do nitrogénio liquido e preparo das massas
parasitarias

As amostras de Leishmania (V.) braziliensis foram retiradas do NzL e semeadas
em tubos contendo meio de cultura bifasico (NNN + Schneider, contendo 10% de SFB
e antibidticos). O repique para expanséo foi iniciado repassando dos tubos para as
garrafas contendo 3 mL de meio liquido (BHI ou Schneider), nessa garrafa inoculou-
se cerca de 0,5 mL da amostra a ser expandida, em fase exponencial do crescimento
até a obtencéao de cerca de 40 mL de meio de cultura em fase estacionéria e incubadas
em estufas em uma temperatura de 26-28°C. Apos centrifugacédo, o pellet obtido foi
submetido a lavagens em tampéo de cloreto de sédio e acido etilenodiamino tetra-
acético (8,5g de cloreto de sddio e 3,729 de acido etilenodiamino tetra-acético em um
litro de tamp&o) para obtencéo de massa parasitaria, a qual foi armazenada em freezer
(-20°C) até a extracdo de DNA para a realizagdo das técnicas moleculares.

4.2.3. Extragdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o Reagente DNAzol® (Invitrogen),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. O DNA foi extraido com volume final de
25 ou 50 uL, dependendo do tamanho do pellet, e quantificado no espectrofotbmetro
(Eppendorf Biophotometer) em um volume de 60 uL (55 uL de agua ultrapura + 5 pL

do DNA extraido) e estocado a - 20°C até o momento do uso.



40

4.2.4 Analise da variabilidade genética

4.2.4.1 Técnicas de PCR

Foram utilizadas técnicas baseadas na PCR para amplificacdo do minicirculos
do kDNA utilizando os primers B1 B2 (DE BRUIJN; BARKER, 1992; OLIVEIRA et al.,
2011) e amplificagdo dos genes da proteina hsp70 utilizando os primers hsp70 F-25
e hsp70 R-617 (AUWERA et al, 2013) (Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Sequéncia dos primers utilizados no estudo

Primer Sequéncia

B1 5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’
B2 5-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’
hsp70 — F25 5-GGACGCCGGCACGATTKCT-3’
hsp70 - R617 5-CGAAGAAGTCCGATACGAGGGA-3’

Fonte: Sequéncias de iniciadores B1B2 OLIVEIRA et al (2011) e sequéncias de iniciadores hsp70 —
F25 e hsp70 - R617: AUWERA et al (2013).

Para a amplificacdo da regido do gene hsp70 foram utilizados 10 picomoles
(pmol) de cada primer (hsp70 F25 e hsp70 R617), dNTPs a 2 milimolar (mM)
(Invitrogen), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (MgClz), como cofator da enzima
(Applied Biosysmems - Roche), 1 unidade (U) de enzima Taq Polimerase (Applied
Biosysmems — Thermo Fisher Scientific), acrescido de 5 uyL de DNA e agua q.s.p.
50uL. A mistura foi incubada em termociclador (Thermal Cycler T960) com o seguinte
programa de amplificacdo: desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 61°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos com um ciclo final
de extensédo de 72°C por 8 minutos.

Para amplificagcdo do minicirculo do kDNA foram utilizados 100 picomoles de
cada primer (B1B2), dNTPs a 200mM (Invitrogen), 0,5 — 2,5mM de MgClz, como
cofator da enzima (Applied Biosystems - Roche), 0,4 - 1U de enzima Taq Polimerase
(Applied Biosystems — Thermo Fisher Scientific), acrescido de 5 uyL de DNA e agua
g.s.p. 50uL. A mistura foi incubada em termociclador (Thermal Cycler T960) com o
seguinte programa de amplificagdo: desnaturacao a 94°C por 3 minutos seguidos por
30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 94°C por 45 segundos,
com um ciclo final de extensao de 72°C por 10 minutos.

As duas amplificacdes foram reveladas em gel de agarose a 2%, corado com 5
ML de gel red (Biotium).
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4.2.4.2 Sequenciamento

Para a realizacdo do sequenciamento foi necessario realizar purificagdo dos
produtos amplificados utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante. Do produto purificado foi feito
um gel de agarose a 2%, corado com 5 pL de gel red. Foram utilizados o corante
azul de bromofenol para acompanhar a corrida e marcador molecular 100bp para
referenciar o tamanho da banda e o produto foi estocado a - 20°C até o momento do
uso. O sequenciador utilizado foi o de 96 capilares modelo ABI3730XL na Plataforma
de Sequenciamento de DNA (RPTO01) do programa PDTIS/FIOCRUZ (Rede de
Plataformas Tecnologicas FIOCRUZ).

Foi feita a analise dos cromatogramas, pareamento das sequéncias, criagdo do
reverso complemento, alinhamento das sequéncias, cria¢do da fita consenso e edi¢cao
utilizando o software Bioedit Sequence Alignment Editor (Informer Technologies, Inc,
time multinacional de programadores). As sequéncias foram salvas no formato FASTA
e armazenadas para a andlise filogenética, a qual foi realizada comparando-se com
as sequéncias de cepas de referéncia de Leishmania spp. disponiveis no banco de
dados do GenBank®. Ocasionalmente € observada a presenca de dois diferentes
alelos de hsp70 na amostra, e por esse motivo € recomendado o uso de cddigos de
ambiguidade IUPAC (W / S/ R /Y | M [ K) para indicar a presenca desses 2
nucleotideos, quando estes sdao observados na mesma posicdo (AUWERA et al.,
2013).

Para a analise filogenética com calculo de distancia entre as amostras e as
cepas de referéncia, a construcéo da arvore filogenética e a construcao do indice de
similaridade foi utilizado o software Mega 6 (Molecular Evolutionary Genetic Analisys,
desenvolvido por time multinacional de programadores). Para andlise filogenética das
amostras e das referéncias utilizou-se o programa de busca de sequéncias, Basic
Aligment Search Tool (BLAST). Deste modo, foi avaliado o perfil genético das
amostras de L. (V.) braziliensis utilizando as técnicas acima referidas, comparando-se

o perfil genético dos grupos de isolados em cultura de pacientes com LDi e LCL.
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4.3 Aspectos éticos

Os isolados de pacientes com LDi foram comparados com isolados de
pacientes com LCL, diagnosticados no LaPClinVigiLeish/INI/Fiocruz no mesmo
periodo. Sempre que possivel foram incluidos isolados de pacientes participantes do
estudo imunoldgico in situ aprovado pelo CEP/Fiocruz em 26/11/2015 (CAAE
49604215.1.0000.5262) e j& em andamento no INI e no I0C / Fiocruz, visando
possiveis correlagdes entre a resposta imune in situ e caracteristicas dos isolados
parasitarios.

Os parasitos isolados dos fragmentos teciduais ficaram estocados sob a guarda
do responsavel técnico do LaPClinVigiLeish. Nenhum material adicional foi necessario
e nenhum paciente foi submetido a outro procedimento além daqueles de rotina para
diagnoéstico. Foi assinado um termo de confidencialidade pelas pesquisadoras
responsaveis (Anexo |). Este projeto foi aprovado pelo CEP/INI pelo parecer
consubstanciado de numero 3.845.376 datado de 18 de fevereiro de 2020 (Anexo ).

Foi solicitada ao CEP/INI e concedida dispensa de TCLE especifico para o
estudo, devido a dificuldade de conseguir que os pacientes comparecessem ao INI,
por serem geralmente de areas rurais ou periurbanas, além do atendimento da maioria
dos pacientes ha varios anos, sendo que os registros de endereco e telefone nos
prontuarios poderiam estar desatualizados.
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5. RESULTADOS

A figura 5.1 descreve quantos pacientes deram entrada no ambulatério,
guantos foram selecionados e quantos foram analisados no periodo do estudo.

Muitas amostras ndo puderam ser recuperadas ap0s a etapa de
criopreservacao ou possuiam cultura negativa no momento do diagnéstico, tendo sido
diagnosticados por outros métodos que nao a cultura.

Figura 5.1: Desenho esquematico com o total de pacientes e respectivas amostras selecionadas para
0 estudo.

Paciantes LT
N =828
Elegiveis.com
LDi= 37
Excluidas
cultura r'ggﬂﬁ'.'a
MN=31
] Elegiveis nda
Ldi = 852
Recuperados dof
M, =15 1
| Contrales=28
Excluidos HIV'+
Sequanciamento Sequenciamento
Sequenciamento insatisfabariom 7 insatisfatoriom 5
nsabsfatdng = 4
Sagquenciamenhs Sequenciaments Sequenciamanto Sequenciaments
kDMA =12 Hep-TO=12 kDNA =18 Hsp-T0 =21

Fonte: Elaboragao propria, LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.
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A tabela 5.1 descreve os pacientes dos quais foram obtidos os isolados
analisados e cujo sequenciamento foi bem-sucedido (n=33), com o0s parametros
utilizados para o pareamento entre casos e controles.

Tabela 5.1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com leishmaniose disseminada cujos

isolados parasitarios estavam disponiveis (casos) ou com leishmaniose cutanea localizada que foram
selecionados (controles) para estudo genotipico.

Grupo de

L o )
E’ggéinéis Sexo Idade Ile\lsc”?ees Forma clinica Area endémica provavel
controle)
Caso A M 59 11 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Controle A.1 M 58 5 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Controle A.2 M 59 5 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Caso B M 42 11 Cutéanea Teresopolis (RJ)
Controle B.1 M 41 1 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Caso C M 38 14 C“ta“e;’mucos ltaguai (RJ)
Controle C.1 M 38 1 Cuténea Paracambi (RJ)
Controle C.2 M 38 1 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Caso D M 24 14 Cutanea Wenceslau Guimaraes (BA)
Controle D.1 M 25 1 Cutanea Itabuna (BA)
Controle D.2 M 23 1 Cutanea Presidente Tancredo Neves (BA)
Caso E M 46 18 Cutanea Carmo (RJ)
Controle E.1 M 46 1 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Caso F M 23 19 Cutanea Rio de Janeiro (RJ)
Controle F.1 M 23 5 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Controle F.2 M 22 1 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Caso G M 42 54 Cutane:mucos Rio de Janeiro (RJ)
Controle G.1 M 41 6 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Controle G.2 M 41 2 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Caso H M 52 Incontaveis Cutane;mucos Rio de Janeiro (RJ)
Controle H.1 M 51 1 Cuténea Sao Fidelis (RJ)
Controle H.2 M 51 1 Cuténea Teresopolis (RJ)
Caso | M 7 Incontaveis Cutane:mucos Rio de Janeiro (RJ)
Controle I.1 M 7 2 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)

Controle 1.2 M 8 1 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
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Cutaneomucos

Caso J M 41 117 a Araruama (RJ)
Controle J.1 M 40 2 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Caso K M 54 Incontaveis Cutane;amucos Rio de Janeiro (RJ)
Controle K.1 M 54 1 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Controle K.2 M 52 4 Cuténea Rio de Janeiro (RJ)
Caso L M 49 Incontaveis Cutanea Séo Fidelis (RJ)
Controle L.1 M 48 3 Cuténea Séao Fidelis (RJ)
Controle L.2 M 50 1 Cutanea Sé&o Fidelis (RJ)

M = masculino; F = feminino; RJ = estado do Rio de Janeiro; BA = estado da Bahia
Fonte: LaPClinVigiLeish, INI, Fiocruz, 2000 a 2018

Todos os casos e, consequentemente, todos os controles pareados foram do
sexo masculino. A idade minima dentre os casos foi de sete anos e a idade maxima
de 59 anos. A idade minima dentre os controles foi de sete anos e a idade maxima de
59 anos.

Dentre os 12 casos estudados, seis tinham LC e seis tinham LCM. Dos 21
controles, todos apresentavam LC.

O numero de lesbes entre o0s casos variou de 11 a incontaveis, sendo que em
dois casos havia mais de 200 lesdes. Dentre os controles, o niumero de lesées variou
de uma a seis lesdes, com media de 2,1 lesdes.

Outras informacdes clinicas, laboratoriais e de desfecho do tratamento constam
da Tabela 5.2.

O tempo de evolugdo médio entre os casos foi de 3,1 meses, e entre 0s
controles foi de 2,3 meses.

Quanto as comorbidades, dentre 10 casos para os quais esta informacéo
estava disponivel, seis (60%) tiveram comorbidades. Para os controles, em quatro
pacientes esta informacao nao estava disponivel. Para os 17 restantes, nove (52,9%)
tinham comorbidades.

A visualizacdo de amastigotas no exame histopatolégico foi possivel em sete
casos (58,3%). Quanto aos controles, foi possivel visualizagdo de amastigotas em oito
deles (38,0%).

A informacao sobre o exame direto estava disponivel para nove casos, dos
quais foi positivo em trés (33,3%). Esta informacdo estava disponivel para nove
controles, tendo sido positivo em apenas um deles (11,1%).
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PCR foi realizada em seis casos, e em todos eles foram positivos. Foi realizada
em seis controles, e em todos eles foram positivos.

A sorologia (reacéo de imunofluorescéncia indireta ou ensaio imunoenzimatico)
foi positiva nos 12 casos (100%). Foi realizada em 20 controles, tendo sido positiva
em 18 (90%).

IDRM foi realizada em oito casos, tendo sido positiva em sete (87,5%). Foi
realizada em 19 controles, e foi positiva em 18 deles (94,7%).

Para 11 casos havia informacéo sobre o desfecho apds tratamento inicial, tendo
ocorrido cura sem histéria de recidiva em 8 (72,7%) deles. Para 19 controles a
informacao sobre o desfecho apds tratamento inicial estava disponivel, com cura em
17 (89,5%) deles.

Os controles B.2 e E.2 e J.2 foram retirados das tabelas 5.1 e 5.2 porque as

sequéncias genéticas ndo ficaram adequadas para anélise.
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Tabela 5.2: Caracteristicas clinicas, laboratoriais e desfecho apos tratamento inicial com antimoniato
de meglumina em pacientes com leishmaniose disseminada (casos) e leishmaniose cutanea localizada
(controles), pareados segundo idade e sexo.

e-\ll-glrzggo ngdogsl' ?:n:gzztgool?agsl? Ifi)i(raeToe PCR Sorologia IDRM Desf:cho

(meses)* **
Casos
A 2 Sim N&ao N NR P P C
B 3 IGN Sim NR P P P C
C 6 N&o Sim N NR P N C
D 2 Néao Néao N NR P NR C
E 2 Néao Néao N P P P C
F 3 Néao Sim NR NR P P AB
G 3 Sim Sim P P P NR C
H 4 Sim N&ao P NR P NR R##
| 1 IGN Sim N NR P P C
J 3 Sim Sim N P P P C
K 3 Sim Sim P P P P R
L 5 Sim N&ao NR P P NR R
Controles
Al 2 Sim N&ao NR NR P P C
A.2 1 N&ao N&ao NR P P P C
B.1 1 Sim N&ao NR P P P C
Ci1 4 IGN N&ao N NR P P R
C.2 4 N&ao N&ao NR NR P P C
D.1 3 Néao Sim NR P NR NR AB
D.2 2 Sim Néao N NR P P AB
E.1 3 Sim Néao NR P N P C
F.1 4 IGN Néao N NR P P C
F.2 5 Néao Sim N P P P C
G.1 2 Sim Sim IGN NR P P C
G.2 3 Sim Sim IGN NR P P C
H.1 1 IGN Nao NR P P P C
H.2 3 IGN Sim NR NR N P C
1.1 1 Nao Nao N NR P P C
1.2 1 Nao Nao N NR P P C
J.1 1 Nao Sim N NR P P R
K.1 3 Sim Nao N NR P NR C
K.2 1 Nao Sim P NR P N C
L.1 2 Sim Nao NR NR P P C
L.2 1 Sim Sim NR NR P P C

*Tempo de evolucao (meses) até o diagndstico; **Exame direto: impressdo em lamina de fragmento
de lesdo cutanea ou escarificagdo de lesdo cutdnea; PCR = reacdo em cadeia da polimerase; IDRM
= intradermorreacdo de Montenegro; #Desfecho apds tratamento inicial com antimoniato de
meglumina; LC = leishmaniose cutdnea; LCM = leishmaniose cutaneomucosa; IGN = ignorado; Sim =
presentes; Nao = ausentes; P = positivo; N = negativo; NR = ndo realizado; C = cura; R = recidiva; AB
= Abandono de seguimento antes de constatacdo de cura; INC = incontaveis; ##Tratamento inicial
ignorado.

Fonte: LaPClinVigiLeish,INI/Fiocruz, 1989 a 2018.
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Para todos os casos e controles selecionados, os isolados foram recuperados
da criopreservacéo e foi obtida massa parasitaria para extracdo de DNA e andlise
molecular.

Para a realizacdo da PCR com alvo hsp70 foi realizada a padronizacdo da
metodologia com duas aliquotas da mesma cepa de referéncia de Leishmania (V)
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram utilizadas para padronizacédo da PCR com
alvo hsp70. Apos a amplificacdo, os produtos foram purificados e enviados para o
sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento da Fiocruz.

Ap6s a padronizagdo com as amostras de referéncia, foram iniciados os
ensaios em todas as 39 amostras iniciais do estudo. Todas as amostras foram
purificadas e enviadas para a plataforma de sequenciamento.

A figura 5.2 mostra um cromatograma do produto amplificado do gene hsp70
de boa qualidade e adequado para a analise do sequenciamento. Ja a figura 5.3

mostra um cromatograma ruim, com picos sobrepostos e de baixa qualidade.
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Figura 5.2: Cromatograma adequado para a andlise do sequenciamento.
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Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.

Figura 5.3: Cromatograma inadequado para a analise do sequenciamento.
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Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.



50

As referéncias de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903),
Leishmania naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), Leishmania guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147), Leishmania shawi (MCEB/BR/1984/M8408), Leishmania
lainsoni (MHOM/BR/1981/M6426) e Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8)
também foram sequenciadas. Os resultados também foram comparados com as
sequéncias obtidas do GenBank®.

Para o alvo de kDNA as sequéncias dos casos A, C, D e J ndo possuiam
similaridade relevante com nenhum dos seus respectivos controles (Tabela 5.3). Ja
para o alvo de hsp70 a similaridade foi importante na maior parte das sequéncias, nao
sendo bem-sucedida no caso A e no caso C com o controle C.2 (Tabela 5.4).

A sequéncia do controle H.2 nao ficou adequada para analise no alvo de hsp70.

Tabela 5.3: Sequéncias do alvo de minicirculo de kDNA dos casos pareados com
seus respectivos controles.

Sequéncias Query Cover* E-valor** % identidade
Caso B
Controle B.1 14% 7e-33 89.69%
Caso E
Controle E.1 16% 5e-21 77.60%
Caso F
Controle F.2 19% 3e-23 82.08%
Caso G
Controle G.2 17% 3e-31 86.14%
CasoH
Controle H.2 15% 5e-29 83.48%
Caso K
Controle K..1 12% 7e-19 82.56%
Caso K
Controle K.2 13% le-17 80.65%
Caso L
Controle .2 13% 5e-16 80.00%

*Porcentagem da sequéncia submetida ao programa que é coberta pelo
alinhamento; **Parametro de confianca.

Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.



Tabela 5.4: Sequéncias do alvo hsp70 dos casos pareadas com seus
respectivos controles.

Sequéncias hsp70 Query Cover E-valor % identidade

Caso B

Controle B.1 85% 0.0 97.77%
Caso B

Controle B.2 99% 0.0 98.27%
Caso C

Controle C.1 57% 2e-63 81.27%
Caso D

Controle D.1 98% 0.0 97.22%
Caso D

Controle D.2 95% 0.0 95.44%
Caso E

Controle E.1 94% 0.0 95.07%
Caso F

Controle F.1 100% 0.0 98.81%
Caso F

Controle F.2 100% 0.0 99.05%
Caso G

Controle G.1 100% 0.0 97.74%
Caso G

Controle G.2 79% 0.0 98.35%
Caso H

Controle H.2 91% 5e-144 98.58%
Caso |

Controle I.1 64% 3e-62 79.01%
Caso |

Controle 1.2 43% 9e-43 79.84%
Caso J

Controle J.1 99% 0.0 98.34%
Caso K

Controle K.1 79% 0.0 99.29%
Caso K

Controle K.2 99% 0.0 98.87%
Caso L

Controle L.1 100% 0.0 100%
Caso L

Controle L.2 100% 0.0 100%

*Porcentagem da sequéncia submetida ao programa que é coberta pelo
alinhamento; **Parametro de confianca.
Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.
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A tabela 5.5 mostra o nimero de substituicdes de base por local sobre todos
0s pares de sequéncia entre grupos. As estimativas de erro padrédo sdo mostradas
acima da diagonal. As analises foram realizadas utilizando-se o0 modelo Tamura-Nei.
Esta analise envolveu 34 sequéncias de nucleotideos. Todas as posicdes ambiguas
foram removidas para cada par de sequéncia (opcéo de exclusdo em pares). Houve
um total de 892 posi¢Bes no conjunto de dados final. As andlises de variabilidade
genética foram realizadas no software MEGA X. A variabilidade genética sobre pares
de sequéncia entre grupos foi maior no grupo de casos do que nos controles em

comparacao as cepas referéncia.

Tabela 5.5: Estimativas de variabilidade genética sobre pares de sequéncia entre 0s grupos.

Casos Controles
Casos 1,44 (EP= 0,05)
Controles 1,44 (EP= 0,05)
Referéncias 1,52 (EP=0,12) 1,36 (EP=0,09)

EP= erro padréo
Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.

A tabela 5.6 mostra 0 nimero médio de substituicbes de base sobre todos o0s
pares de sequéncia dentro de cada grupo. As estimativas de erro padrdo sao
mostradas acima da diagonal. As andlises de variabilidade genética foram realizadas
utilizando-se o modelo Tamura-Nei. Esta andlise envolveu 34 sequéncias de
nucleotideos. Todas as posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par de
sequéncia (opc¢éao de exclusdo em pares). Houve um total de 892 posi¢des no conjunto
de dados final. Analises de variabilidade genética foram realizadas no software MEGA
X.

Tabela 5.6: Estimativas de variabilidade genética média sobre pares de sequéncia dentro de
cada grupo.

Estimativa** Erro
Média Padrao
Casos 1,441954 0,085374

Controles 1,290141  0,049286

**Estimativa de variabilidade genética média
Fonte: LaPClinVigiLeish, INI,Fiocruz.
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As arvores filogenéticas tanto do minicirculo de KDNA quanto de hsp70
mostram que ndo houve um agrupamento entre 0S casoS com seus respectivos
controles, o que indica que as variaveis sexo e idade nao influenciaram na similaridade

entre as sequéncias (Figuras 5.4 e 5.5).
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Figura 5.4: Arvore obtida através do programa MEGA 6 da regio variavel do minicirculo de KDNA, comparando
as amostras dos pacientes do grupo dos casos com o grupo dos controles
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Figura 5.5: Arvore filogenética obtida através do programa MEGA 6 do gene hsp70, comparando as
amostras dos pacientes do grupo dos casos com o grupo dos controles.
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Um cluster na analise pelo alvo de KDNA agrupa casos e controles que sao
predominantemente do municipio do Rio de Janeiro: Caso G, caso H, caso |, controle
C.2, caso F, controle E.1, controle 1.2, controle A.1, controle 1.1, controle J.1 e controle
K.1, mostrando similaridade entre os parasitos isolados destes pacientes. Neste
cluster também se agrupou um isolado de paciente com LCL proveniente da Bahia.
Nos demais clusters, os pacientes com LDi e com LCL se distribuiram sem que

houvesse predominio em relacdo a procedéncia (Figura 5.6).

Figura 5.6: Arvore filogenética dos alvos de kDNA demonstrando a procedéncia de cada um dos casos e

controles.
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6. DISCUSSAO

A LDi é uma forma emergente e grave de infec¢do por L. (V.) braziliensis
(CARDOSO et al., 2019; MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; MACHADO et al.,
2015; TURETZ et al., 2002). Caracteriza-se pelo aparecimento de dezenas a centenas
ou milhares de lesBes cuténeas polimérficas em diversas regides do corpo, e
frequentemente apresenta acometimento da mucosa das vias aéreas e digestivas
superiores ou da mucosa genital (CARVALHO, et al., 1994; LYRA et al.,, 2020;
MACHADO, PRATES, MACHADO, 2019; TURETZ et al., 2002). Existem poucos

estudos sobre esta forma de leishmaniose na literatura.

LDi é manifestacdo rara, geralmente relacionada a uma falha da resposta
imune inata ao parasito na prevencdo da infeccdo. Quando o parasito consegue
superar os mecanismos de defesa da imunidade inata, adere a superficie dos
macréfagos e é internalizado por fagocitose mediada por receptores. O parasito no
interior dos macréfagos transforma-se em amastigota, o que facilita sua migracao e
sobrevivéncia. As células Thl sédo responsaveis pela resposta aos antigenos
parasitarios e produzem IFN-y e IL-12 associadas a protecdo contra patdgenos
intracelulares (MORGADO et al., 2008; MORGADO et al.,, 2018). A imunidade
adaptativa é caracterizada por resposta Thl reduzida e uma resposta Th2 normal com
a liberacao de IL-4, IL-5 e IL-10. O equilibrio entre as respostas Thl e Th2 é essencial
para controlar a doenca. O desequilibrio entre as respostas Thl e Th2 permite que as
formas amastigotas proliferem nos macréfagos infectados dentro de seus
fagolisossomos, desencadeando, eventualmente, sua funcéo litica e levando a
disseminagdo hematologica (COUPPIE et al, 2004; DIAZ et al., 2002; ESPINOZA-
MORALES et al, 2017; SILVEIRA, 2009). A producéo in vitro de IFN-y parece ser
maior pelas células mononucleares de sangue periférico de pacientes com LCL se
comparadas as de pacientes com LDi quando expostas a antigenos de L. (V.)
braziliensis, sugerindo uma resposta imune mais eficiente nos pacientes com LCL
(LEOPOLDO et al, 2006). Entretanto, uma avaliacdo de marcadores imunolégicos in
situ com pacientes com LDi e com LCL (incluindo alguns dos pacientes do presente
estudo) ndo conseguiu evidenciar diferencas no microambiente das lesdes que

distinguisse de modo claro ambas as formas clinicas (PEREIRA, 2017).
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Encontrou-se um percentual apenas ligeiramente maior de comorbidades entre
os pacientes com LDi do que com LCL. Esses achados ndo nos permitem avangar na
discusséo do papel das comorbidades na ocorréncia de LDi, entretanto sabe-se que
comorbidades como diabetes mellitus podem influenciar na apresentacéo clinica da
LC (LAGO et al., 2020).

Nesse estudo, houve maior porcentagem de pacientes com visualizagéo de
amastigotas no exame histopatoldgico nos pacientes com LDi do que nos pacientes
com LCL. A porcentagem de pacientes com LCL em que foi possivel a visualizacéo
de amastigotas esta de acordo com os dados da literatura para a histopatologia
convencional (QUINTELLA et al.,, 2009). Entretanto, também existem relatos na
literatura de poucos parasitos visualizados em lesdes de LDi (MACHADO et al., 2011).
A variacdo de concentracdo de parasitos no tecido pode nado ser reflexo da carga
parasitaria total, mas sim variar em funcdo do local de realizagdo da bidpsia
(PEREIRA, 2017).

O exame direto (impressdo em lamina e/ou escarificacdo de lesdo cutanea)
teve maior porcentagem de positividade entre os pacientes com LDi, o que também
poderia sugerir indiretamente um pior controle tecidual da quantidade de parasitos
guando comparados aos pacientes com LCL. O exame direto quando feito com ambos
0s métodos pode alcancar resultados positivos em porcentagens expressivas na LTA,
de 59,4% (SILVEIRA et al., 1999) ou até 77,5% (MELLO et al., 2011). Entretanto, o
exame direto nao foi realizado em grande parte dos pacientes com LCL no presente
estudo, o que prejudicou a qualidade da analise desta variavel.

Todos os pacientes estudados com LDi (casos) tiveram sorologia positiva para
leishmaniose tegumentar (RIFI ou ELISA), enquanto dentre os pacientes com LCL
(controles) 90% tiveram sorologia positiva. A producéo de anticorpos com altos niveis
de IgG e de IgG2 anti-Leishmania parecem se correlacionar com a ocorréncia de LDi,
sugerindo que a IgG pode ser um marcador desta forma clinica (MAGALHAES et al.,
2021).

Quanto a IDRM, houve positividade semelhante entre os pacientes com LDi e
com LCL, embora com porcentagem ligeiramente maior no segundo grupo. Estes
achados sédo semelhantes aos de estudo na Argentina, que encontrou porcentagem
de positividade similar na LCL e na LDi, embora esta ultima forma clinica tenha
ocorrido em apenas 4 dentre 733 casos (KROLEWIECKI et al., 2017).
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A LDi é muitas vezes associada na literatura a uma pior resposta terapéutica
(MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; TURETZ et al., 2002), e o0 insucesso ap6s
terapia inicial poderia chegar a 76% dos casos (MACHADO et al.,, 2011). Nesse
estudo, encontramos maior ocorréncia de insucesso terapéutico apos tratamento
inicial nos pacientes com LDi do que naqueles com LCL, o que parece corroborar com
este ponto de vista. As falhas terapéuticas podem estar associadas ao agente
etiologico, fato observado por Carvalho e colaboradores (1994), em que as falhas
foram observadas em pacientes com LDi causada por L. amazonensis. O Ministério
da Saude brasileiro, em suas diretrizes mais recentemente publicadas para manejo
da leishmaniose tegumentar, recomenda tratamento preferencial em centro de
referéncia para a LDi, além de um tempo maior de tratamento — 30 dias — quando for
utilizado o antimoniato de meglumina como primeira escolha (BRASIL, 2017). Existem
relatos de mé resposta terapéutica na LDi com anfotericina B lipossomal (SCHRANER
et al., 2005), entretanto este medicamento € também considerado de primeira escolha
para tratamento da LDi em nosso pais (BRASIL, 2017).

Estudos de variabilidade genética de Leishmania realizados a partir do banco
de isolados do LaPClinVigiLeish mostraram pouca variabilidade genética e falta de
associacdo entre a composicdo genética do parasito e a resposta terapéutica ao
antimoniato de meglumina, bem como a ndo associacdo da variabilidade genética
entre formas cutaneas e mucosas da LTA (BAPTISTA etal., 2012; GAGINI et al., 2017
e OLIVEIRA et al., 2013).

O polimorfismo genético de L. braziliensis obtida a partir de pacientes com dez
ou mais lesdes cutaneas ou cutaneomucosas foi descrito por outros autores
(GUIMARAES et al., 2009), utilizando diferentes marcadores genéticos, mas sem
ainda o encontro de um biomarcador preditivo de viruléncia. Os alvos moleculares
utilizados neste estudo foram escolhidos pela reprodutibilidade dos resultados, seja
para o diagnostico (kDNA) ou caracterizacéo molecular do parasito (hsp70), e também
pela facilidade de execugdo em nosso laboratorio, ja que todos os reagentes se
encontravam disponiveis mesmo com as dificuldades operacionais decorrentes da
pandemia da doenca provocada pelo coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda
grave (SARS-CoV-2), denominada Covid-19 por ter inicio em 2019. Optamos pelo
sequenciamento dos produtos de PCR pela facilidade operacional da plataforma de

seguenciamento existente na Fiocruz, pois, no contexto provocado pela pandemia de
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Covid-19, nao foi possivel a realizagdo do protocolo da técnica da reacdo em cadeia
da polimerase com primer tnico em condi¢fes de baixa estringéncia (LSSP-PCR) que
estava previsto inicialmente no estudo. Uma limitacdo do estudo em relacdo ao
sequenciamento do alvo KDNA é que este geralmente € utilizado para diagnostico
(FAGUNDES et al.,, 2010). Os estudos de variabilidade genética com esse alvo
utilizam a metodologia de LSSP-PCR (BAPTISTA et al., 2012).

A maior parte dos produtos amplificados foi sequenciado com sucesso,
permitindo a analise dos cromatogramas e a obtencdo de sequéncias viaveis para a
andlise. Algumas sequéncias, no entanto, apresentaram picos sobrepostos, sem que
fosse possivel serem identificados como polimorfismos genéticos ou artefatos do
processo de sequenciamento, tendo sido retiradas da andlise final. Apds a edicéo de
cada sequéncia, a mesma foi lancada no sistema BLASTN para a identificacdo de
similaridade entre alguma outra previamente depositada no GenBank® e, embora
varias sequéncias similares tenham sido encontradas, nenhuma delas pertencia a
paciente de forma disseminada nem apresentava mais de 95% de similaridade com
as sequéncias do banco. Considerando o polimorfismo das duas regides genémicas
analisadas, esse resultado esta dentro do esperado.

O pareamento CASOS-CONTROLES mostrou similaridade significante para
apenas alguns isolados, indicando que mesmo pacientes do mesmo sexo e idade,
com tempo de evolucdo de doenca similar e desfecho favoravel ao tratamento
apresentavam diversidade genética consideravel. A escolha da plataforma BLASTN
para o alinhamento par a par foi feita pela facilidade de leitura e interpretacdo dos
resultados bem como pelas informagbes que a plataforma oferece relativas a
gualidade do sequenciamento. Os resultados foram diferentes para os dois alvos
moleculares analisados.

Nos casos em que foi encontrada similaridade importante entre casos e
controles no sequenciamento do KDNA pelos primers B1B2, a cobertura do
alinhamento foi de apenas uma pequena parte da molécula de DNA amplificado, e
ndo houve associacdo entre a similaridade das sequéncias com o tempo de evolugéo
da doenca, presenca de comorbidades, desfecho terapéutico, procedéncia de casos
e controles e localizacdo das lesdes cutaneas, bem como com a presenca de lesdo
mucocutanea nos pacientes estudados. Esse resultado contrasta com outros estudos
de nosso laboratorio (BAPTISTA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013) que mostraram
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polimorfismo do KDNA de Leishmania em pacientes de lesdes mucosas e cutaneas
do mesmo paciente e em parasitos isolados antes e depois de episddios de recidivas.
Os resultados variados poderiam ser explicados pela técnica utilizada naqueles
estudos (LSSP-PCR) ser diferente das técnicas utilizadas no presente estudo.

Por outro lado, as sequéncias amplificadas pelos primers direcionados ao gene
HSP 70 se mostraram mais homogéneas e a similaridade entre cada caso e seus
controles foi maior. Esse resultado € compativel com os dados de Auwera et al e
Graca et al, que desenvolveram os protocolos de identificacdo e diagndstico de
Leishmania com essa regido do genoma.

ApGs a andlise de cada caso com seus controles especificos, foi realizada a
analise filogenética e os calculos de similaridade de todos os casos e controles
agrupados, das cepas de referéncia sequenciadas pelos iniciadores do estudo e das
sequéncias depositadas no GenBank®. Foi escolhida como outgroup sequéncia de
Leishmania panamensis disponivel no GenBank®.

Pacientes procedentes do municipio do Rio de Janeiro, tanto com LDi quanto
com LCL, mostraram similaridade genética e agrupamento em um cluster quando
analisado o alvo de kDNA. Alguns estudos mostraram uma correlagdo entre
polimorfismos genéticos e dados eco-epidemiologicos de isolados de Leishmania
(CUPOLILLO et al., 2003; GOMES et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2013). Estes estudos
reforcam a clonalidade estrutural do parasito (TIBAYRENC et al., 1990). Nas espécies
que circulam naturalmente como um grupo de subpopulacdes heterogéneas foi
demonstrada a policlonalidade do inéculo inicial de mdltiplas cepas (OLIVEIRA et al.,
2013; PACHECO et al.,, 1990). Estas caracteristicas poderiam influenciar o
prognostico clinico da doenca e a eficiéncia das estratégias terapéuticas (OLIVEIRA
et al., 2013).

Nossos resultados mostraram uma maior variabilidade genética dos parasitos
isolados de pacientes com dez ou mais lesfes (CASOS) quando comparados aos com
menor namero de lesdes (CONTROLES), utilizando DNA genémico (hsp70) e
mitocondrial (minicirculo de kDNA). Considerando que o estudo foi descritivo, néo foi
realizada analise estatistica que permitisse afirmar que a diferenca observada entre
casos e controles foi significante, apenas as analises padrdo do programa MEGA

incluindo mil “bootstraps”.
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A infeccdo humana por L. (V.) braziliensis produz uma ampla variedade de
manifestacdes clinicas que podem ser associadas a variabilidade intraespecifica do
parasito. A heterogeneidade intraespecifica entre membros dos subgéneros Viannia
e Leishmania foi detectada por estudos genéticos e moleculares (OLIVEIRA et al.,
2013; PACHECO et al., 1986; PACHECO et al., 2000). Estudos realizados
previamente por nosso grupo em pacientes oriundos do estado do Rio de Janeiro
mostraram uma pequena variabilidade genética do parasito em diferentes formas
clinicas (BAPTISTA et al., 2009). Entretanto, houve variabilidade genética em isolados
antes do tratamento e ap0s insucesso terapéutico (BAPTISTA et al., 2012), inclusive
em pacientes oriundos apenas do estado do Rio de Janeiro (GAGINI et al., 2017). Por
outro lado, nosso grupo também demonstrou variabilidade genética entre isolados
provenientes de diferentes pacientes e também entre diferentes lesbes do mesmo
paciente com acometimento mucoso ou cutaneomucoso (OLIVEIRA et al., 2013).
Estudos na regido de Corte de Pedra (Bahia) mostraram que L. (V.) braziliensis tem
uma estrutura populacional multiclonal, em que diferentes genétipos estao associados
a diferentes manifestacdes, incluindo a forma disseminada da doenca. Neste estudo,
uma forte associacdo entre LDi e cepas especificas de L. (V.) braziliensis foi
documentada, sugerindo que cepas geneticamente distintas podem ser responsaveis
pelo surgimento de LDi em véarias &reas da regido. Portanto, a utilizacdo de
marcadores moleculares poderia ser util para a compreensdo da forma clinica da
doenca (MACHADO, PRATES, MACHADO, 2019; QUEIROZ et al, 2012). Nao
conseguimos identificar no GeneBank® sequencias de isolados oriundos de pacientes
com leishmaniose disseminada que permitissem a comparacdo com os resultados
obtidos no nosso estudo.

O gene hsp70 é facilmente comparavel nas espécies de Leishmania, pois ndo
h& variagdo de tamanho, tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo. Possui um
grande poder discriminatério em ambos os subgéneros Viannia e Leishmania. O grau
de conservagdo impede a amplificacdo de outros membros da mesma familia de
genes e sua natureza de multiplas copias permite a amplificac@o direta da maioria das
amostras clinicas (AUWERA et al., 2013).

As limitacGes do estudo foram principalmente a dificuldade de recuperacao dos
isolados parasitarios da criopreservacdo com obtengdo das massas parasitarias. Dos
37 pacientes com LDi elegiveis para o estudo, ndo foi possivel a recuperacédo dos
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isolados de 24 deles. As razdes incluiram o resultado negativo no cultivo, a ndo
recuperacdo apos o processo de criopreservacao e a falta de dados nos registros de
isolados. Nos estudos filogenéticos apos sequenciamento dos alvos estudados houve
perda adicional de um caso que nao ficou adequado para andlise e de seus
respectivos controles, e de dois controles adicionais pelo mesmo motivo.

Inicialmente foi escolhida a amplificacdo dos genes da proteina GP63, seguida
das técnicas LSSP e AFLP, porém decidimos utilizar o alvo kDNA ja usado em estudos
anteriores (AKHOUNDI et al., 2017; FAGUNDES et al., 2010). Sequenciamos também
uma regido mais polimorfica do gene hsp70, ja utilizado em estudo de variabilidade
(AUWERA et al., 2013; FRAGA et al., 2010) por se tratar de uma regido gendmica
bastante conhecida. Este estudo mostrou que os isolados parasitarios de pacientes
com LDi apresentaram maior variabilidade genética em relacdo aos pacientes com
LCL, embora nao tenha sido possivel demonstrar agrupamento distinto (clusters) entre
casos com LDi e controles com LCL através dos alvos genéticos estudados
(minicirculo do kDNA e gene codificador de hsp70). Futuros estudos com alvos
distintos poderéo ser realizados para aprimorar a verificagdo a respeito da existéncia
de diferencas genéticas entre os parasitos isolados de casos com LDi e com LCL que

possam auxiliar a compreender estas variadas expressdes clinicas.
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7. CONCLUSOES

1 — O estudo de variaveis clinicas (tempo de evolucéo), laboratoriais (visualizacédo de
amastigotas no exame histopatolégico e no exame direto; resultados positivos no
PCR, sorologia e IDRM) e de desfecho apds tratamento inicial (cura ou recidiva)
mostrou algumas diferencas, embora n&o significativas, entre os pacientes com LDi e
LCL incluidos em nossa amostra por pareamento segundo sexo, idade e procedéncia.
2 - Apesar de algumas perdas nas andlises de sequenciamento, foi possivel realizar
a caracterizacdo genotipica das amostras isoladas de pacientes com LDi e LCL,
utilizando como alvos regides gendémicas do minicirculo do DNA mitocondrial (KDNA)
ou do DNA genémico (hsp70).

3 — A andlise filogenética através dos alvos selecionados ndo mostrou diferencas entre
os pacientes com LDi e com LCL em relacdo aos parametros clinicos estudados.
Houve agrupamento genotipico em um cluster de isolados de pacientes (com LDi e
com LCL) procedentes do municipio do Rio de Janeiro, mostrando similaridade entre
eles.

4 — Os parasitos isolados de pacientes com LDi apresentaram maior variabilidade
genética para o alvo de hsp70 e para o minicirculo de KDNA do que os pacientes com
LCL.
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TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Nés. Elizabeth Cristina Aradjo Ferreira da Silva, aluna de doutorado. Maria Inés Fernandes
Pimentel, orientadora, ¢ Aline Fagundes da Silva, orientadors do projeto de pesquisa intitulado
“Estudo molecular comparativo entre parasitos isolados de pacientes com formas cutinea
localizada e ¢i- eminada da leishmaniose tegumentas americana, atendidos no Laboratério de
Pesquisa Clinica ¢ Vigilincia em Leishmanioses, 1989 a 2018". comprometemo-nos a manter

a confidencislidade assim como a privacidade dos participantes do projeto.

A identidade oy participantes, assim ¢omo 0s resultados obtidos com este projeto serdo
proy

mantidos em 1. banco de dados sob a responsabilidade dos orientadores.
Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em comunicagbes cientificas
mantendo o anonimato dos participantes ¢ o material utilizado nfio serd empregado em outras

pesquisas, o 1~ ser quando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro, 01 de outubre de 2019.

Elizabeth Cristina Aratjo Ferreira da Silva

s B Saecdin Qiececd

Maria Inés Fernandes Pimentel

Aline Fagundes da Silva

79



80

ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP/INI

INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO W"‘ mo
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo molecular comparativo entre parasitos isolados de pacientes com formas
cutanea localizada e disseminada da leishmaniose tegumentar americana, atendidos
no Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, 1989 a 2018

Pesquisador: Maria Inés Femandes Pimentel

Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 28575220.4.0000.5262

Instituigdo Proponente: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INI/FIOCRUZ
Patrocinador Principal: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INI/FIOCRUZ

DADOQS DO PARECER
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Apresentagido do Projeto:

Sgundo o arquivo PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1453315 pdf:

A leishmaniose disseminada (LDi) caracteriza-se por um ndmero elevado (10) de lesdes cutaneas
polimorficas, provavelmente devido a disseminacdo hematica dos parasitos, atingindo partes distintas do
tegumento, podendo ou ndo ser acompanhada de acometimento de mucosas. Pode ser causada por
espécies distintas de Leishmania e € relativamente infrequente no contexto da leishmaniose tegumentar
americana (LTA). Sua resposta ao tratamento especifico € alvo de controvérsia: pode responder bem ao
tratamento convencional com antimoniais pentavalentes, entretanto existem casos descritos de resisténcia
medicamentosa. Questdes relativas aos parasitos isolados destes casos permanecem a serem respondidas.
O objetivo deste estudo € a comparacédo do perfil genético dos parasitos isolados de pacientes com LDi e de
pacientes com forma cutdnea localizada da doenca, atendidos no Laboratério de Pesquisa Clinica e
Vigildncia em Leishmanioses, que constitui um centro de referéncia para atendimento de casos de LTA no
estado do Rio de Janeiro. Serdo estudados isolados de Leishmania spp. de pacientes atendidos entre 1989
e 2018. Sera realizado um estudo genotipico dos isolados derivados de fragmentos de lesdes cutdneas
obtidos através de procedimento de bidpsia, antes do tratamento, comparando-se isolados dos pacientes
com LDi com isolados daqueles com forma cutdnea localizada unilesional de LTA. Serdo
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utilizadas técnicas moleculares, como AFLP e sequenciamento, para genes mitocondriais (minicirculos do
kDNA) de produtos amplificados dos genes referidos acima. Espera-se esclarecer aspectos genotipicos dos
isolados parasitarios, que possam auxiliar na elucidacédo do comportamento diferenciado da doenca nos

pacientes com LDi, quando comparados aos que desenvolvem formas localizadas de leishmaniose cutanea.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar comparativamente caracteristicas genotipicas dos parasitos isolados de pacientes
com LDi e de pacientes com LCL atendidos no laboratério de pesquisa clinica e vigilancia em leishmanioses
(LaPClinVigiLeish), Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), entre 1989 e 2018. Objetivo Secundario: 1- Descrever genotipicamente os parasitos isolados
dos pacientes com LDi e dos pacientes com LCL, atendidos no LaPClinVigiLeish entre 1989 e 2018. 2-
Comparar genotipicamente os parasitos isolados dos pacientes com LDi com os de pacientes com LCL,

pareados segundo sexo, idade e possivel local de infeccdo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Como serdo utilizadas informacdes do prontuario dos pacientes, o risco principal & o risco de
confidencialidade. Este risco sera minimizado pelo acesso dos bancos de dados em computadores
institucionais mediante senha pessoal. Adicionalmente, foi assinado um termo de compromisso e
responsabilidade pela aluna de mestrado e suas orientadoras.

Beneficios: N&o havera beneficios diretos para os participantes. Os beneficios serdo indiretos, pelo aumento
do conhecimento acerca das formas clinicas disseminadas e do possivel papel das diferengas genotipicas

dos parasitos no estabelecimento de formas clinicas tipicas e formas disseminadas da doenca.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Vide campo Conclusdes e Pendéncias.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Vide campo Conclusdes e Pendéncias.

Recomendagodes:

Vide campo Conclusdes e Pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Projeto sem impedimentos éticos.

Endereco: Avenida Brasil 4365
Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3865-9585 E-mail: cep@ini fiocruz.br
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INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO gm"‘“@
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

Confinuago do Parscer: 3.845.376

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/01/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1453315 pdf 17:16:10
Projeto Detalhado / | ProjetoMolecularL TADisseminada.doc 31/01/2020 [Maria Inés Aceito
Brochura 17:14:26 |Fernandes Pimentel
Investigador
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 31/01/2020 |Maria Inés Aceito
17:04:36 | Fernandes Pimentel

CQutros DeclaracaoCompromissoResponsabilida] 21/10/2019 |Maria Inés Aceito
de. pdf 14:36:42 | Fernandes Pimentel

Outros PedidoDispensaTCLE pdf 21/10/2019 [Maria Inés Aceito
14:34:22 |Fernandes Pimentel

Situagdio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao
RIO DE JANEIRO, 18 de Fevereiro de 2020
Assinado por:
Mauro Brandado Carneiro
(Coordenador(a))
Enderego: Avenida Brasil 4365
Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-3860
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: (21)3865-9585 E-mail: cep@ini fiocruz.br
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido?

INSTITUICAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS -
FIOCRUZ

COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH
ENDERECO: Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900
TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9609 / FAX (0xx21) 3865-9541
NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZACAO
DO ATENDIMENTO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA NO CENTRO DE REFERENCIA EM LTA - INSTITUTO DE PESQUISA

CLINICA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ

NOME DO VOLUNTARIO:

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

Outras doengas como infeccBes por bactérias, tuberculose, sifilis, esporotricose, outras

micoses, tumores etc. podem se manifestar de forma parecida com a leishmaniose e precisam

112 via: Prontuario Médico 22 via: Paciente
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ser diferenciadas para que se possa iniciar o tratamento correto. Entretanto, com 0s exames
existentes atualmente, nem sempre se consegue ter certeza absoluta sobre qual a doenga em
questao.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras maneiras a
LTA pode se manifestar? Como se comportam os exames de laboratorio antes, durante e apds
o0 tratamento? Quais pacientes, mesmo ap0s o tratamento, irdo reabrir suas cicatrizes ou irdo
desenvolver doenca dentro do nariz ou na garganta? Que outras doencas parecidas estao sendo
confundidas com a LTA e quais exames devem ser utilizados para esclarecimento? Qual o papel
dos seres humanos como reservatérios da doenca? Quais as melhores formas de tratamento?

Que medidas devem ser tomadas para controlar o problema?

Pelo presente documento, vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma investigacao
clinica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com 0s seguintes objetivos:

v" Descrever aspectos da LTA: manifestages clinicas e exames de laboratorio, tentando
estabelecer padrBes de apresentacdo da doenca e seu modo de evolucao, comparando com
outras doencas.

v Auvaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da LTA levando em
consideracdo o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de administracdo, custo e
auséncia de envolvimento das mucosas do nariz e da garganta.

v’ lsolar, identificar e comparar as leishmanias causadoras da LTA provenientes de diversas
localidades.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o problema de saiide em estudo e sobre a pesquisa
que seré realizada, prestando informacdes, detalhando os procedimentos e exames, beneficios,
inconvenientes e riscos potenciais.

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

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consiste em autorizar a realizacdo de uma série
de exames para o diagnostico da sua doencga, e que parte deste material, assim como 0s

resultados destes exames de rotina, sejam utilizados neste estudo. Também sera necessaria a



85

sua autorizacdo: 1) para a utilizacdo de documentacdo fotografica ou filmagem de suas les6es
para estudo 2) para que parte do material coletado periodicamente para a realizacdo de exames
para acompanhamento da evolucao da sua doenca, assim como os resultados destes exames de
rotina e do seu tratamento sejam utilizados neste estudo 3) para que parte das amostras coletadas
seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como finalidade a melhor
compreensdo da doenga, o desenvolvimento e avaliacdo de novos métodos diagnosticos;
avaliacdo da resposta ao tratamento etc., desde que tal estudo seja previamente analisado e
autorizado por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados Ihe serdo gratuitos. Vocé recebera todos os cuidados
médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé terd algumas responsabilidades: seguir as instruc6es do seu
médico; comparecer a unidade de salde nas datas marcadas; relatar a seu médico as reagdes
que vocé apresentar durante o tratamento, tanto positivas quanto negativas.

Caso voceé necessite de atendimento médico, durante o periodo em que estiver participando
do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Fiocruz, mesmo fora do
seu agendamento. Em caso de necessidade ligue para a Dra Claudia Maria Valete Rosalino,
Dra. Maria Inés Pimentel, Dr. Marcelo Rosandiski Lyra, Dra. Mariza Salgueiro ou Dr. Armando
de Oliveira Schubach nos telefones acima. Caso vocé apresente qualquer quadro clinico que
necessite de internacdo, a equipe médica providenciara seu leito no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas - Fiocruz.

Sua identidade serd mantida como informacdo confidencial. Os resultados do estudo
poderédo ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens poderdo ser divulgadas
desde que vocé ndo possa ser reconhecido. Entretanto, se necessario, 0s seus registros medicos
estardo disponiveis para consulta para a equipe envolvida no estudo, para o Comité de Etica em
Pesquisa, para as Autoridades Sanitarias e para vocé.

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

a eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participacao neste estudo.

Procedimentos, exames e testes que serdo utilizados:
Antes do tratamento haverd coleta de informagdes sobre a doenca; exame médico geral e
exame da pele com descricdo e documentagdo fotografica ou filmagem das lesbes; exame
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interno do nariz e da garganta com um aparelho chamado fibra ética, que permite ver lesGes
pequenas ou em locais de dificil acesso, para descricdo e documentacdo fotogréafica ou
filmagem das lesGes (se necessario sera aplicado "spray" anestésico local). Retirada, com

(114

anestesia local, de um pequeno fragmento de "ingua”, de pele ou de mucosa (lesadas ou
aparentemente sadias) para realizacdo de exames tanto para diagndstico (aspecto microscopico
do tecido e culturas para tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenca como fungos,
bactérias e leishmanias) quanto para pesquisa (identificacdo de células e outros componentes
da resposta inflamatoria, assim como novos métodos de identificacdo dos possiveis agentes da
doenca). Outros materiais também poderéo ser coletados na tentativa de isolamento do agente
causador da doenca: aspiragdo com seringa e agulha do bordo da leséo e de secre¢des em lesdes
de pele fechadas.

Outros exames também serdo realizados para diagnosticar outras doencas possiveis de serem
confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da doenca e avaliar os efeitos dos
medicamentos a serem utilizados durante o seu tratamento: um a quatro testes cutaneos (injecéo
da décima parte de um mililitro de um reativo para determinada doenca na pele da regido
anterior do antebraco, a qual devera ser revista entre 2 a 3 dias apds a injecdo); exames de
sangue (quantidade equivalente a aproximadamente trés colheres de sopa), exame de saliva
(coletada com um tipo de cotonete), radiografia dos pulmdes e da face (se necessario
complementada por tomografia computadorizada); exames da audi¢cdo e do equilibrio (se
necessarios); exames fonoaudioldgicos para testar motricidade oral, fala e degluticdo (se
necessarios); exame odontoldgico (se necessario); acompanhamento fonoaudioldgico (se
necessario); avaliacdo nutricional e dietética (se necessario); e eletrocardiograma.

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

Apbs o inicio do tratamento, vocé devera comparecer a aproximadamente trés consultas
dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesdes ndo cicatrizem totalmente, o tratamento podera ser

continuado pelo periodo de tempo necessario. Ao se atingir a cura clinica, vocé devera retornar
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para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 e 12 meses apds o término do tratamento. E, a partir
de entdo, pelo menos uma vez por ano durante um prazo indefinido (no minimo 5 anos).

A cada retorno deverdo ser realizados avaliacdo médica e exames de sangue (ha quantidade
aproximada de uma ou duas colheres de sopa) para avaliar os efeitos dos medicamentos
utilizados no seu tratamento e/ou para avaliar a evolucdo da doenca. Outros exames, cOmo 0

eletrocardiograma durante o tratamento, poderao ser realizados quando indicados.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da puncdo venosa e,
eventualmente, podera haver a formacao de uma area arroxeada no local, que voltara ao normal
dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, os testes na pele poderdo apresentar uma reacdo forte com inflamacéo do
local, formacdo de bolhas e, mais raramente, formacéo de ferida. Todo o processo costuma
regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.

Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da bidpsia (retirada de um
pequeno fragmento de pele para exame) poderdo causar alergia, geralmente limitada ao
aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira na pele e que respondem bem a
medicamentos anti-alérgicos. Mais raramente poderd haver uma reacdo mais severa com
dificuldade de respirar e necessidade de cuidados mais intensos, existentes no IPEC.

No local da bidpsia podera ocorrer inflamacéo e dor, acompanhados ou ndo de infec¢do por
bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario 0 uso de medicamentos para dor e
antibidticos.

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos indesejaveis, nao
devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em idade reprodutiva deve ser
acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz como preservativo de latex masculino
ou feminino (“camisinha™), diafragma feminino ou anticoncepcional oral ("pilula™). Quando o
tratamento ndo puder ser adiado, a anfotericina B podera ser utilizada na gravidez. Os exames

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

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

conforme rotina do Servigo de Nutrigdo e Servico social do IPEC para pacientes externos.
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Beneficios esperados:

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

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnostico diferente de LTA, vocé sera
devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o seu caso.

Declaro que li e entendi todas as informacgGes referentes a este estudo e que todas as minhas
perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica, a qual estara a disposicao
para responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

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

em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunha?: Data

2 Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.

No caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mae ou responsavel legal.



Nome testemunha?:

Data
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