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RESUMO

O tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americha)(apresenta limitacdes por ser
téxico, podendo causar efeitos adversos nos pasieattambém, por ndo existir um critério
de cura efetivo, que atualmente é realizado apelr@samente, visualizando a completa
cicatrizacdo da lesdo. Além dos desafios socioenmud que agravam a doenca, O seu
diagndstico apresenta dificuldades, pois além derha necessidade de realizar associacdes
entre os aspectos clinicos, epidemiologicos e &éboais dos pacientes para se chegar a um
resultado definitivo, os testes laboratoriais comuenais apresentam limitacdes. O objetivo
do trabalho foi avaliar a aplicabilidade dos isosigle imunoglobulinas (IgG1, 1gG2, 1gG3 e
lgG4) por citometria de fluxo para o diagndsticocetério de cura na leishmaniose
tegumentar americana, e fazer um comparativo daneiria de fluxo em relacdo as técnicas
convencionais: ELISA e Imunofluorescéncia Indirekaram utilizadas amostras de 14
pacientes, sobre as quais foram feitos os endams. relacdo aos resultados da comparacao
da citometria de fluxo, utilizando o anticorpo Igédm a Imunofluorescéncia, foi visto que
houve uma melhor acuracia do primeiro em relacé&egando. Em comparacao ao ELISA, a
citometria também demonstrou ser um teste com melesempenho. Para a padronizacéo
dos isotipos 1gG1, 1gG2 e IgG3, foi observado queedhor diluicdo do isotipo IgG1 para ser
utilizada foi a diluicdo 1:400, para o isotipo 1g@2100 e para o isotipo 1IgG3 1:200. Devido
a baixa quantidade sérica circulante de 1gG4 e fa¢dode ser mais encontrado em amostras
de pacientes com a forma cuténea difusa (ausentenamso Estado), ndo foi possivel
padronizar este isotipo. Na avaliacdo da apliadduile do isotipo 1gG1, foi observado que
antes do tratamento, 36,8% dos pacientes foramtimegianos pacientes um ano apés o
tratamento, 82,3%; dois anos apds o tratament@¥27e nos pacientes cinco anos apos
tratamento, 87,5%. Portanto, a analise global dssltados obtidos sugere que a citometria
de fluxo aplica-se ao rastreamento da LTA e qudlizagdo do isotipo IgG1 tem grandes
possibilidades para contribuir como um método dgrmbstico mais especifico do que os
convencionais.

Palavras-chave: Leishmaniose.Leishmania (Viannia) braziliensisCitometria de Fluxo.
Imunoglobulina G. Isotipos. Diagndstico.



ABSTRACT

The treatment for the American Tegumentary Leishass (ATL) has limitations due to its
toxicity, which can cause adverse effects on thiepis; and also for not presenting an
effective cure criterion, being currently performeg visualizing the complete healing of the
lesion. Besides socio economical challenges whioks@n the disease, the diagnosis shows
difficulties because beyond the need to associateal, epidemiological and laboratorial
aspects to achieve the definitive result, the cofiweal laboratorial tests are limited.
Thereby, the objective of the study was to evaluhte applicability of immunoglobulin
isotypes (IgG1, IgG2, IgG3 and 1gG4) by flow cytdmgefor the diagnosis and cure criterion
of the American tegumentary leishmaniasis, comgatis tool with the conventional tests of
ELISA and Indirect Immunofluorescence. 14 samplepatients were used for the assays.
Regarding the results of the comparison between f@gtometry using anti-lgG antibodies
with the indirect immunofluorescence, it was obsedrthat the accuracy of the first test was
higher than the second's. The same was observed wdmpared flow cytometry with
ELISA. Regarding the standardization of the IgQyipes 1, 2 and 3, it was seen that the best
dilutions to work with were respectively 1:400, @Q@land 1:200. Due to the low quantities of
the 1gG4 isotype in the sera and for the fact tha found in samples of patients with the
diffuse form (absent in the Northeastern Braziljyas not possible to standardize. Evaluating
the applicability of IgG1, we observed that beftreatment 36,8% of the patients were
negative, one year after treatment, 82,3%; twosyadter treatment, 27,2% and in patients
five years after treatment, 87,5%. The global asialpf the obtained results suggests that
flow cytometry can be used to screen ATL and thatuse of IgG1 isotype has great chances
of contributing as a more specific method thandbventional ones. More studies with 1IgG2
and 1gG3 isotypes are necessary, raising the nuofb®mples. However, this area still has
good perspectives on the diagnosis and cure cniterf the disease.

Keywords: Leishmaniasis. Leishmania (Viannia) braziliensis Flow Cytometry.
Immunoglobulin G; Isotypes. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é umangaenegligenciada
cuja transmissao é dada por vetores do gdngmmmyiaCerca de 1,5 milhdes de casos
sao reportados por ano, compreendendo as duaspprndormas clinicas: a forma
cutanea localizada (CL) e a forma mucocutanea (lFRQURMOHAMMADI et al,
2010; ELMAHALLAWY et al, 2014). No Brasil, as regides Norte e Nordesteasio
mais afetadas, e em Pernambuco, incide em todasgeses, predominantemente na
Zona da Mata com mais de 60% dos casos, onde quasalidade é da forma cutanea
localizada (BRANDAO-FILHO et al, 1994; BRITO et al, 2009; NEGRAO;
FERREIRA, 2014).

Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundidalede (OMS), mais de
20 espécies deeishmaniaque causam a doenca ja foram descritas (OMS, 2@13).
forma localizada é causada pelas seguintes espdaeshmania aethiopica(l.
aethiopicg, L. majore L. tropicano velho mundo; &. amazonensjd.. braziliensisL.
mexicana L. venezuelensid. guyanensisL. panamensie L. peruvianano novo
mundo; para MC, as espécies que causam a doenga panamensis, L. peruviana, L.
braziliensise L. guyanensis (ALVES, 2004)o Brasil a espécie predominante é a
Leishmania (Viannia) braziliensis (L. [V.] brazitisis). (CROFT; COOMBS, 2003;
TIUMAN et al., 2011)

Em relacdo aos métodos de diagndstico utilizadesdraente para a LTA, uma
das grandes dificuldades enfrentadas pelos pesiguesa tem sido a escolha da
preparacao antigénica ideal para andlise sorolggint no que se refere ao estudo dos
mecanismos moduladores e/ou indutores de doenga,cbeno para o diagndstico,
prognoéstico e monitoracdo da infeccdo (BRI€Oal, 2000; BRITOet al, 2001;
GONCALVESet al, 2002; ROCHAet al, 2002; CELESTEet al, 2004; ROCHAet
al., 2006; KEDZIERSKI, 2011; MUTIS@t al, 2013).

Devido a essas limitagcdes, sobretudo das técnieasmdinofluorescéncia
Indireta e ELISA, abordagens imunoldgicas alteuaativém sendo desenvolvidas. Uma
delas é a citometria de fluxo, tecnologia que pnn@a analise quantitativa de
anticorpos e que vem sendo utilizada no diagnésbeoldgico da LTA (ROCHAet al,
2002; ROCHAet al, 2006; DE OLIVEIRAEet al, 2013). Em paralelo, alguns estudos
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avaliam a diminuicdo dos niveis de anticorpos ermiepées apos o tratamento e a
possibilidade de utilizar testes sorolégicos, cemuitometria de fluxo, ndo apenas para
o diagndstico, mas como critério de cura da LTA @ND, 1998; BRITOet al, 2001;
DE OLIVEIRA et al, 2013).

Embora estudos avaliem a resposta humoral da doengda ndo esta
completamente esclarecido o papel de anticorposce#gms na imunidade contra
Leishmania A analise deste tipo de resposta na LTA tem auwdo papel das
imunoglobulinas em mecanismos imunopatolégicos leidas na resisténcia e/ou
patogénese da infeccdo; além disso, também avatiamso em investigacOes
sorologicas no diagnéstico e no monitoramento d&aah pos-tratamento
(RODRIGUEZ; CENTENO; ULRICH, 1996; DE OLIVEIRAt al, 2013).

Nas leishmanioses cutidnea e mucocutdanea, a imenidatular e a
predominancia de isotipos IgG1l, 1gG2 e IgG3 téno sidsociadas a resposta do tipo
Thl; j& o perfil Th2 tem sido relacionado a leishinae cutanea difusa com presenca
de IgG4 (RODRIGUEZt al, 1996; SOUZAet al, 2005), direcionando a atencédo para
a correlacdo das subclasses de IgG com as magdestaclinicas da LTA. A
intensidade da resposta humoral esta relacionadaaarga parasitaria e a cronicidade
da infeccdo, e podem ser observados altos titubsamticorpos em todas as
manifestacdes clinicas da LTA (TRUJILLgD al, 2000; REIS, 2007).

A LTA possui um amplo espectro de formas cliniogse dependem das
caracteristicas do vetor, do parasita e tambénedétiga do hospedeiro (MARZOCHI,
1992; GRIMALDI; TESH, 1993). Uma das maiores pesbéticas das infecgbes por
Leishmaniaé a habilidade desses parasitas em evadir e sebgsrtespostas imunes do
hospedeiro; essa caracteristica permite que ossif@@apersistam e estabelecam
infeccdes cronicas nos pacientes (GURUNG; KANNEGAN2015). A resposta
imune inata é imprescindivel para a eliminagdodame patdégenos invasores, e de
maneira geral, se aceita que as células T e a dadei mediada por células
correspondam ao mecanismo protetor contra a LTAJJIRLO et al, 2000; SOUZA
et al, 2005).

O presente estudo teve como objetivo 0 uso depm®tidle imunoglobulinas
(IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) por citometria de fluxara o diagndstico e critério de cura
na LTA.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

- Avaliar a aplicabilidade dos isotipos de imundugilinas por citometria de

fluxo para o diagndstico e critério de cura nahigianiose tegumentar americana.
2.2 Especificos

- Caracterizar a populacdo de estudo quanto aos taspetinicos e

laboratoriais;

- Identificar os pacientes com doenca ativa e &péa clinica por tratamento
quimioeterapico com énfase na pesquisa de isolg@s(IgG1l, 1gG2 e IgG3) anti-

promastigotas fixadas deeishmania (Viannia) braziliensis;

- Padronizar e avaliar a aplicabilidade da pesaigsizotipos IgG (IgG1, 1gG2,
19G3);

- Comparar as técnicas de reacdo de imunofluoreiscémdireta, ELISA e

citometria de fluxo na identificacdo de paciente®s e apds cura clinica.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Tegumentar Anana

A LTA é uma das dermatoses tropicais com mais casasundo e tem uma
grande importancia na saude publica. A doenca &adaupor varias espécies do
protozodarioLeishmania sendo o responséavel pelas diferentes manifestagjddcas
apresentadas. A LTA é endémica em mais de 98 paisdasda a Africa, Asia, sul da
Europa e América Latina. Novos focos da doencaoestiggindo devido a mudancas
ecologicas no habitat do vetor, desmatamentos enimdcdo (DESJEUX, 2004;
AMEEN, 2010; OMS, 2010; ALVARet al, 2012).

No Brasil, a LTA esta distribuida em todos os Essael se encontra também na
periferia das grandes cidades do Nordeste e dad=eeiste. Com um elevado niumero
de casos, a LTA também é caracterizada por apegsemta importante difusao
espacial, exibindo assim, uma heterogeneidade gtée relacionada as diferentes
espécies deeishmaniaenvolvidas em sua etiologia; as formas clinicas@adas e ao
padrdo de transmissédo envolvido. Em Pernambucceagdoesta presente em todas as
regibes, sendo mais predominante na Zona da MBRANDAO-FILHO et al, 1994;
LAINSON; SHAW, 2005; NEGRAO; FERREIRA, 2014). Decdo com dados
obtidos do Sistema de Notificacdo de Agravos deifidatdo (SINAN), em
Pernambuco, nos periodos de 2006 a 2009, a dofiga & em cada 100.000 pessoas.

Existem seis principais espéciesLadishmaniaenvolvidas na etiologia da LTA
no Brasil, porém, apenas keishmania (Leishmania) amazonengsrtence ao
subgéneroLeishmania,as outras cinco espécies estdo representadas génsub
Viannia: Leishmania (Viannia) guyanensis (L. [Viygnensis), L. (V.) naiffi, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) shawie L. (V.) braziliensis(BRASIL, 2007). As distribuicbes da
infecgdo e da doencga na populagdo foram bem caractas na Zona da Mata de
Pernambuco em inquéritos epidemioldgicos que formtizados no periodo entre 1991
e 1996. Amostras isoladas de pacientes desta ragr@sentaram perfis isoenzimaticos
de variantes para a principal espécie circulan{®/.) braziliensigBRITO et al., 1993;
BRANDAO-FILHO et al., 1999; MARTINS; ALEXANDRINO; GUIMARAES,
2010).
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A Leishmaniaapresent-se nas formas amastigota (A) e promastigota
(Figura 1), sendo a primeira forma intracelularesente nas células do siste
monociticofagocitario do hospedeiro vertebrado, e a segdndaa infectante presen
no tubo digestivo do vetorem meios de cultura. (VEGAOPEZ, 2003; BASANO
2004; OMS, 2010).

Figura 1 - Formas evolutivas dLeishmaniaspp.

Fonte: BRASIL, 2007 .Caracterizacao das formas evolutiva<L. (V.) braziliensisem que (A) apresen
a forma amastigota do parasito no interior de nfagas e (B) sua forma promastigota em n

extracelular.

O ciclo evolutivo daLeishmaniase inicia através do repasto suineo no
hospedeiro infectado, quando a fémea ingere foamasstigotas do parasita que e
presentes na circulagdo sanguinea; essas formasrs@mtradas no interiode
macrofagos, mondcitos e histidci, alojadas nos fagossomos dessas células, e
reproduzem assexuadamente por divisdo binaria aé@tialmente romperem
células; dessa forma, se disseminam pelas viastbgémaca e linfatica do hospede
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; BASANO, 200.

No trato digestivo do fleb6tomo, @s células ingeridasontendo as forme
amastigotase rompem liberando o parasita, que posteriormmnt@oja em partes (
intestino, transformandse entdo na forma promastigota. Durante o repasigusnec
ocorre a transmissdo do parasita, quando as fopr@awastigotas 0 inoculadas
através da picadao hospedeiro vertebrado, incluindo o homem e sutnamiferos
Entre quatro e oito horaas promastigotas sao interiorizadas peklsalas fagocitice
do hospedeiro, se diferenciando novamente em foamastigotas, que multiplicam
e podem ser novamente ingeridas pelo vetor, coamaeto ciclo, (Figura Z(NEVES,
2002).
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Com relacdo as caracteristicas moleculares, o ifarapresenta DNA
extranuclear (kDNA) incluso no cinetoplasto, ordamaitocondrial incomum tipica da
ordem Kinetoplastida. Essa organela apresenta imtinios e maxicirculos, que séo

alvos de biologia molecular utilizados para o désjito.

Figura 2 - Ciclo biolégico dd_eishmaniaspp.
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Fonte: Adaptado de http://rowdy.msudenver.edu/~churdbi€yB270/Images/Protozoans/Leishmania.jpg
3.2 Formas Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Amieana

A LTA é definida pela presenca de lesGes exclusérdaen na pele, que se
iniciam no ponto de inoculacéo para qualquer dpéass dé_eishmaniacausadoras da
doenca. A leséo primaria é geralmente Unica, ponditjplas picadas do flebotomineo
ou a disseminacdo local podem aumentar o numeroledées (GONTIJO;
CARVALHO, 2003). O tempo de desenvolvimento da deadpartir do momento da
picada do vetor pode variar de semanas até mesealrhente pode haver a formacao

de um pequeno eritema nao especifico, que depbiseirdesenvolver para a lesédo
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papular. Também pode haver a formacdo de ndédulos, mpdem evoluir para
ulceracdes (Figura 3) (AMEEN, 2010).

Figura 3 - Formas clinicas da Leishmaniose tegumentar american

T ——

Fonte: Adaptado de GONTIJO; CARVALHO, 2003. A) Forma lazatla; B) Forma disseminada; C)

Forma difusa; D) Forma mucocutanea.

A forma cuténea localizada (A) € a manifestacasraguente da doenca. As
lesbes sdo Unicas ou em pequeno numero. A fornea tgwssui bordas elevadas, é
indolor e assume formas arredondadas ou ovais (REIGER et al, 2007; GOTO;
LINDOSO, 2010; OLIANI, 2012). A densidade de p#ess nas bordas da lesédo é
maior nas fases iniciais da doenca, no entantandam nas lesfes cronicas. Em caso
de infeccdo bacteriana no local, podem ocorrer domproducdo de exsudato
seropurulento. AL. (V.) braziliensis produz Ulceras Unicas ou multiplas, com
disseminacao por via hematogénica como a prin@paiplicacdo, evoluindo para a
leishmaniose mucocutanea (BRASIL, 2007; GOTO; LOMD, 2010; OLIANI,
2012).

Com numerosas lesbes de varios formatos e tamaahiosma disseminada
(B) varia de dezenas a centenas em partes do @mpidnuas ou ndo. Essa forma difere
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da forma anérgica, a cutanea difusa (C), onde desdelulares ndo ulceradas séo
encontradas por todo o corpo. E considerada ummaforara da doenca e sua
agressividade pode levar o individuo a 6bito (BRAS2007; REITHINGEREet al,
2007; GOTO; LINDOSO, 2010; OLIANI, 2012).

Conhecida também como Ulcera de Bauru, a forma cot&oea (D) ocorre

como resultado do desenvolvimento secundario dangocutidnea localizada. E
caracterizada pela destruicdo da cavidade orontmalge e laringe, resultado da
reacdo imunoldgica exacerbada. A doenca também quodée da cura espontdnea sem
tratamento ou que recebeu tratamento inadequadendavendo lesdes secundarias
destrutivas em mucosas e cartilagens. A leishmanmecocutanea pode também
atingir as conjuntivas oculares, e as mucosas @Eo$ genitais e anus (NEVES, 2002;
BRASIL, 2007; AMEEN, 2010; GOTO; LINDOSO, 201QLIANI, 2012).

3.3 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana

Para todas as formas clinicas da LTA, o trataméatprimeira escolha é feito
através de antimoniais pentavalentes como o ani@twmode meglumine/antimoniato de
N-metilglucamine (Glucantime®) ou estibogluconate dodio (Pentostam®, nao
comercializado no Brasil). Os antimoniais sdo dsogansideradas “leishmanicidas”
por interferirem na bioenergética das formas amaists, inibindo tanto a glicélise
como a oxidagdo de acidos graxos e vém sendoadiiliz no tratamento da doenca
desde meados de 1929 (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRA 2007,
KEDZIERSKI, 2011).

O esquema terapéutico € composto por doses dQ5ray/Kg/dia atraves de
injecdes intramusculares ou endovenosa em ciclogtiea trinta dias (OMS, 2010). Ja
foi descrito que na dose de 20mg Sb+5/kg/dia, onamial pode atingir seu limiar de
toxicidade, levando a alteracbes cardiacas, paicasaou renais que obriguem a
suspensao do tratamento. O indice de sucesso appsmeiro ciclo de antimoniato de
N-metilglucamina é de 16% (GOTO; LINDOSO, 2010)lo@go tempo de duracao do
tratamento e a aplicacao intravenosa ou intramasoghsionam diminuicdo no nimero
de pacientes que aderem ao tratamento. Além digesar dos antimoniais serem as
principais drogas contra laeishmania usadas ha mais de 50 anos, ainda ndo se sabe
corretamente o0 mecanismo de acdo destas drogaS,(RE)7; REITHINGERet al,
2007; GOTO; LINDOSO, 2010; OMS, 2010).
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O tratamento de segunda escolha é realizado namgondo responsivas ao
tratamento convencional ou na sua impossibilidatevés da utilizacdo de drogas
como Anfotericina B e Pentamidina (FUNASA, 2000QKTI1JO; CARVALHO, 2003;
BASANO, 2004; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Algumas drogas utilizadas para LTA no velho mundomo antibiGticos
topicos apresentam eficacias variadas e risco daugdo para forma mucocutanea.
Dada a termossensibilidade das formas promastignt#atamento com frio/calor vem
sendo empregado a partir de técnicas com lampadesvérmelhas ou com luz
ultravioleta, e/ou crioterapia com @@u nitrogénio liqguido (CROFt al, 2006;
AMEEN, 2010; GOTO; LINDOSO, 2010; BRELAZ-DE-CASTR 2012; OLIANI,
2012). Esses estudos, porém, ainda precisam deemanvestigacdes para assegurar a
eficacia desses novos candidatos a terapéuticaTda (CROFT; COOMBS, 2003;
CROFT et al, 2006; KEDZIERSKI, 2010; KEDZIERSKI, 2011; BREE-DE-
CASTRO, 2012).

Antigenos recombinantes desishmaniatambém tém sido testados como
candidatos a imunoterapia. A associacdo de antaisocom imunomoduladores podera
ser uma alternativa de tratamento para pacienfestéa®os aos antimoniais. Embora
esta modalidade de tratamento seja crescentepsndaiicos precisam ser realizados
para demonstrar o seu beneficio na rotina clirddJFT; COOMBS, 2003; AMEEN,
2010; GOTO; LINDOSO, 2010).

Existem ainda casos que se curam espontaneamkueaa vezes com uma
evolucdo clinica inferior a trés meses de infec@aerindo que esses pacientes
desenvolvem uma resposta imune capaz de contradal anfeccao pokeishmania
(BRITO et al., 2001; AMEEN, 2010; TIUMAN et al2011; GURUNG;
KANNEGANTI, 2015).

3.4 Critério de cura da Leishmaniose Tegumentar Anr&cana

O critério de cura até o momento é clinico, quamalcompleta cicatrizacéo da
lesdo (Figura 4), sendo o paciente acompanhadopetw, menos, um ano apis o
término do tratamento (FUNASA, 2000; GONTIJO; OAR_HO, 2003; BRASIL,
2007). Todavia, mesmo com o tratamento adequadwoaéncia de recidivas e/ou
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comprometimento de mucosas pode acontecer, ocoremd2% dos casos tratados e

em aproximadamente 10% dos casos néo tratados (INMBHAM, 2002).

Figura 4 - Les®es de paciente de LTA.

Fonte: leishmaniose.weebly.com. Acessado em 22/01/201FP&kjente com leséo ativa; B) Paciente

apos tratamento.

Algumas abordagens como a utilizacdo de testessifiéayicos (cultivo e
isolamento da_eishmania ja haviam sido sugeridas como critério de curasap
tratamento da LTA. Contudo, supondo que a respastane humoral possa
desempenhar um papel modulador da resposta cdluante a infec¢do, na década de
60, (BITTENCOURT, 1968) sugeriu a possibilidade misquisa de anticorpos no
monitoramento de cura da LTA. Os autores observayaestudo da reatividade de
anticorpos antl-eishmaniaatravés da sorologia convencional pela imunofiiesia

indireta (IFI), que foi sugerida como critério dea pds-terapéutica na LTA.

Na possibilidade de utilizar a IFI como critério clera, estudos mostraram a
diminuicdo dos niveis de anticorpos em pacient@&s aptratamento com antimoniais,
sugerindo a existéncia de correlacdo entre cunicalidas lesbes e a negativacdo dos
titulos da IFI (AMATO, 1998; SCHUBACIHét al, 1998). Outros autores tém chamado
a atencéo para a possibilidade de utilizacdo de tesELISA, para avaliacdo do valor
preditivo da persisténcia de anticorpos 1gG no mlesglegimento da LTA (CELESTEet
al., 2004; MENDONCAet al, 2004; ROMEROet al, 2005). A demonstracdo da
persisténcia de parasitos apés a cura clinica fewarios assuntos direcionados para a
evolucao clinica, epidemiolégica e para o contdald. TA (MENDONGCA et al, 2004).

Ainda assim, o uso desses testes como critériaudeé& um assunto controverso, uma
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vez que ocorre a demonstracdo da persisténcia sivfsiade nos ensaios apos cura,
seja ela espontanea ou pos-terapéutica (MARTINSIOIEt al, 1995; ROCHAet al,
2002; DE OLIVEIRAEet al, 2013; GOMESet al, 2014). A OMS ainda sugere que
testes sorologicos sejam utilizados para auxiliarcritério de cura clinico, muito
embora esses testes ndo estejam difundidos nagpdevido a sua baixa eficacia na
deteccao de anticorpos ahBishmanig OMS, 1990).

3.5 Perspectivas de controle da Leishmaniose Tegumar Americana

Existem diferentes abordagens utilizadas no cantdal LTA. Dentre elas,
ressalta-se a vigilancia epidemioldgica (notificac® casos e tratamento); tratamento
dos pacientes para evitar a infeccdo com novogesgimpedindo o fechamento do
ciclo e medidas educativas como 0 uso de repelemiesquiteiros e também, evitar a
poluicdo do ambiente. Outras abordagens incluemidagdadministrativas como
saneamento. Melhoria das condi¢cdes de habitac&pacitacdo de profissionais de
saude também sdo essenciais (BASANO, 2004; DESJEOR4; OMS, 2010;
NEGRAO; FERREIRA, 2014).

A vacinacdo continua sendo a melhor alternativaa par controle das
Leishmanioses. O desenvolvimento de uma vacin&efe segura e rentavel € uma
prioridade global e critica para a salude publica.rRais de um século, pesquisadores
tentam desenvolver uma vacina com essas caraictsjgtorem, devido a limitacbes de
conhecimento sobre a patogénese do parasita taaléalm antigeno ideal, ainda néao
se obteve éxito (KEDZIERSKI, 2010; KEDZIERSKI; EWS, 2014).

Vacinas de primeira geracdo (com parasitas vivosnuaidos) foram
desenvolvidas em diversos paises, mas nao passagtastes clinicos, sobretudo por
apresentarem uma eficacia muito limitada. Além dasinas de primeira geracgéo,
abordagens utilizando antigenos recombinantes idmtastadas em modelos animais
(MAZUMDER et al, 2011; SANCHEZ-SAMPEDRG@t al, 2012).

Uma grande evidéncia em estudos com modelos aninthés que a protecao
ideal pode ser dada através da imunizacao com sl#tnles definidas ou de cepas vivas
e atenuadas decishmaniaNo entanto, atualmente nenhuma vacina esta disglomiv
mercado, mesmo com o esfor¢co de varios pesquisaderéaboratérios diferentes. Os

maiores impedimentos s&o: baixo financiamento dpdo agéncias nacionais e
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internacionais; dificuldade de associar os daddslab de experimentos em murinos
com a doenca em humano e a transicdo laboratmpaegdMUTISOet al, 2013). Por
Isso, ainda existem muitos desafios para que aag&o para as Leishmanioses se torne

uma realidade.

3.6 Resposta imune na Leishmaniose Tegumentar Ameaina

A maior parte dos conhecimentos de imunologia nA,lsbbretudo em relacéo
a interagdo parasito-hospedeiro, sdo proveniemegstudos de infeccdes em modelos
animais (REISet al, 2007; BRELAZ-DE-CASTRO, 2012). Isso se deve ange
dificuldade de crescimento vitro deste parasita, uma vez que sua transformacéo na
forma infectante € ineficiente em condicbes pademas de cultura, onde ocorre a
resisténcia natural de muitas linhagens de camwudorirente a infeccdo, sendo
necessaria uma grande carga parasitaria paraawoeatra (LIMA; DEKREY; TITUS,
1999; DE MOURAet al, 2005). Portanto, a dificuldade em estabelecerefosd
animais adequados para se estudar(&.) braziliensicontribuiu para o surgimento de
estudos com pacientes (RE8al, 2009).

Tanto nas infeccbes animal e humanalmashmaniasp, assim como em todas
as formas clinicas da doenca, a imunidade é predot@mente mediada por linfécitos
T, e de maneira geral, se aceita que a diferenga ssisténcia e susceptibilidade a
infeccdo esteja associada ao nivel de expansaeéldes Thl e Th2 (BACELLAR,
2002; SOUZAet al, 2005; REIS, 2007). Linfocitos T CD4+ que apreéaeno perfil
Th1l tém sua diferenciacdo estimulada pelas citedind 2 e interferon-gama (IFN-e
expressam o fator de transcricdo T-beta. Células apresentam o perfil Th2 séo
estimuladas por IL-4 e expressam o fator de trag@&TIGATA-3 (SAKAGUCHI, 2003;
REIS et al, 2009). Além disso, IL-10 juntamente a TG acido retindico atuam na
ativacdo do perfil Th3, com diferenciacdo de célutgulatérias (SAKAGUCHI, 2003;
BELKAID, 2007; ALMEIDA, 2011).

As células Thl estdo envolvidas no processo deirelgéo de patdgenos
intracelulares, bem como nas respostas imunolégicdgo celular. Por outro lado, os
linfécitos do tipo Th2 estdo envolvidos na indugaaresposta humoral e em quadros de
eosinofilia. As células do tipo Thl sdo caractelézapela secrecéo de IL-2, IFNe do
TNF. J4 as células do tipo Th2 produzem IL4, ILBG,IIL9, IL10 e IL13. As
subpopulacdes Thl e Th2 também induzem a sintesantieorpos de isotipos
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diferentes. A estimulacédo policlonal de célulagBritro e a inducdo de respostas de
anticorpos especificos a um antigemoyitro ou in vivo, demonstram que as células
Thl induzem respostas de anticorpos dominadasgmipo IgG2a, enquanto as células
Th2 favorecem a sintese de isotipos 1gG1, IgE e (GAFFMAN; CARTY, 1986;
SCOTTet al, 1988; PINHEIRO; AMERICANA, 2004).

Sabe-se que ocorre influéncia do padrao de citecinativacao, proliferacao e
diferenciacéo de linfécitos B em células produtatasmunoglobulinas (TRUJILL@t
al., 2000; SOUZAet al, 2005; THOMAS; BUXBAUM, 2008; DE ASSIS SOUZét
al., 2013). Também é descrito que citocinas do tipppnodutoras de IFN; induzem a
producao de IgG1l (OZBILGEt al, 2006). Quando associado a IL-6, o IFRNnduz a
producdo de IgG2 e antagoniza a producao de IgGMMANO; NOMA; YATA,
1994). Citocinas do tipo dois, produtoras de IL-4& induzem a producdo de altos
niveis de IgG3, IgG4, IgE e IgA em humanos (GASCANal, 1991; KITANI;
STROBER, 1993; ULRICHt al, 1995). Trabalhos mostram que a producéo de IgG3,
lgG4 e IgE estd associada a IL-4, e sua inibicéd a&ssociada ao IFN-enquanto isso,
0 aumento dos niveis de IgG1 e IgG3 estdo assacauldl-10 (SKEIKYet al, 1997;
THOMAS; BUXBAUM, 2008). No entanto, os niveis deAlglependem de TGB-
(STAVNEZER; KANG, 2009).

O papel dos linfocitos B na LTA causada por espédesubgénerf/iannia)
ainda ndo esta muito bem esclarecido. Estudos emnpas colombianos infectados
com essas espécies revelaram uma infiltragcdo pneete de linfécitos B nas lesdes e
no local onde foi feita a Intradermoreacdo de Moegeo (IDRM) (PALMA,
SARAVIA, 1997; GUARINet al, 2006). Outro estudo, realizado no Brasil, mostrou
um aumento significativo na frequéncia de linfégi® em aspirados de linfonodos de
pacientes que apresentavam linfadenopatias detesresmw estagio avancado do
desenvolvimento da lesdo (BOMFIst al, 2007). Esses achados sugerem que essas
células desempenham importante papel na resposteeigontra_eishmaniaspp. Em
modelos animais, os linfécitos B contribuiram ngutacdo da resposta imunoldgica
através da producao de citocinas e imunoglobu{R&SSI-BERGMANN; MULLER;
GODINHO, 1993; WANASEN; XIN; SOONG, 2008). Porénsso pode variar
dependendo da espécie, da cepa utilizada e daiggedétanimal (WANASENet al,
2008; RONETet al, 2010).
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A contribuicdo dos linfécitos B na LTA em humanaada ndo foi muito
explorada. As células B sdo competentes célulassaptadoras de antigeno (APCs)
capazes de ativar célulasndiive A capacidade dessas células de produzirem ciecin
que estimulam tanto a resposta Thl quanto a respb& ja foi documentada (LUND,
2008), assim como o aumento na producéo de cig@r@ainflamatorias e regulatorias
na infec¢do por espécies deishmaniado subgéner@Viannia) como IFNy, TNF, IL-

13 e IL-6 em células mononucleares do sangue peaf§PBMC) de pacientes,
mostrando que os linfécitos B podem ser utilizaclwwmo alvos para modular a resposta
imune na LTA, como estratégia terapéutica (RODRIGWHENTO; SARAVIA;
MCMAHON-PRATT, 2014).

Estudos tém se concentrado na analise da resposte ihumoral na LTA
(TRUJILLO et al, 2000; PEDRASet al, 2003; OZBILGE et al, 2006;
FAGUNDESSILVA et al, 2012; PEREIRAet al, 2012; DE PAIVA-CAVALCANTI
et al, 2015). E geralmente aceito que a resposta imuoetpra na infecgdo por
Leishmaniaseja essencialmente celular, relegando a par@&ipalos anticorpos a
segundo plano (KEDZIERSKI; EVANS, 2014; GURUNG; KNEGANTI, 2015). A
associacdo entre o perfil da resposta imune huneral patogénese de um dado
processo infeccioso, no contexto do padréo deeadads anticorpos, foi realizada em
varias doencas humanas, tais como hanseniase (HNSSAFAYET; CHIANG,
1995), AIDS(OUAAZ et al, 1996), filariose (KURNIAWANet al, 1993)e malaria
(PERLMANN et al, 1997). Entretanto, a contribuicdo da respostanenftumoral na
LTA em mecanismos imunopatolégicos da doenca é masiudada (O'NEIL;
LABRADA; SARAVIA, 1993; RODRIGUEZet al, 1996; ROCHAet al, 2002;
SOUZAet al, 2005; RElet al, 2007; PINHEIRO, 2013).

Direcionando a atencdo para a correlacdo das sskslade IgG com as
manifestacdes clinicas da LTA, foi demonstrado tgdes os isotipos especificos anti-
Leishmaniagxceto IgD, sdo detectados no soro de paciented T&mA frequéncia de
deteccao das subclasses de IgG na LTA, de acorddowniza et al., (2005) e Pissinate
et al., (2008), € IgG1 > IgG3 > IgG2 = IgG4. Osipates com um maior tempo de
evolucdo da doenca apresentam altos niveis de lgBsepacientes com a forma
mucocutanea, os niveis de IgA estdo aumentado€E(D'at al, 1993; SOUZAet al,
2005). A intensidade da resposta humoral estaioelada com a carga parasitaria e a
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cronicidade da infeccdo, e podem ser observados titilos de anticorpos em to as
manifestagdes clinicas ddA (TRUJILLO et al, 2000; REISet al, 2007.

Figura 5 - Respostas imunes celular e humoral em infeccBepagrasita:
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3.7 Diagnostico Clinico da Leishmaniose Tegument#&mericana

A LTA apresenta dificuldades no seu diagnésticoidie\aos aspectos das
lesbes se assemelharem aos de outras doencas woencutose cutanea, hanseniase
virchowiana, infec¢cbes micoticas, Ulcera tropicsifilis, neoplasmas, e até mesmo
alguns tipos de carcinomas e linfomas (NEVES, 20B@NTIJO; CARVALHO, 2003;
PISSINATEet al, 2008; DE OLIVEIRAet al, 2013; TEIXEIRA-CARVALHOEet al,
2015).

As lesdes cutaneas da LTA podem se apresentar logidamente como:
impetigoide, liquendide, tuberculosa/lupdide, nadulegetante e ectimatodide, o que
dificulta ainda mais o diagnéstico clinico. Nasdks mucocutaneas, podem ser
observadas ulceras infiltrantes ou Ulceras vegetgd@NDRADE, 2005).

Devido a essa grande diversidade de manifestadiiesas, o diagndstico da
LTA deve ser realizado através da associacdo dectaspclinicos, epidemiologicos e
laboratoriais (NEVES, 2002; GONTIJO; CARVALHO, Z)0 O diagndstico clinico
pode ser feito com base na caracteristica da lsfi@ paciente apresenta, associada a
anamnese, assim como a avaliacdo dos dados epidgitns da doenca. O diagnostico
clinico-epidemioldgico pode ser complementado pgladermorreacdo de Montenegro
(IDRM) positiva e eventualmente pela resposta fardapa. Todavia, 0s métodos
laboratoriais sdo fundamentais para o diagnostidereticial de outras doencas
(NEVES, 2002; BRASIL, 2007).

3.8 Diagnostico Laboratorial da Leishmaniose Tegunméar Americana

As diferentes espécies tleishmaniaenvolvidas, as formas clinicas e o tempo
de evolucéo das lesbes podem se apresentar eentifeimanifestacdes e direcionam o
diagndstico para os meétodos laboratoriais (R&i&l, 2007; REITHINGERet al,
2007; FAGUNDESSILVA et al, 2012). Os exames laboratoriais podem ser capazes
de pesquisar diretamente o parasita ou seu magenaiico, assim como os anticorpos
do paciente. O diagnoéstico conclusivo é feito pgaializacdo do parasita, através da
pesquisa direta, isolamento em cultura ou inocolagén animais experimentais
(MACHADO, 2004; BRASIL, 2007). A pesquisa direta darasito pode ser realizada
em material obtido da leséo por escarificagdoyasid ou biopsia da borda da leséo. A
visualizacdo em microscopio Optico da forma amastigleLeishmaniasp é possivel
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apos coloracéo pelo método de Giemsa ou LeishmBNARO; NEVES, 1998). Essa
técnica tem sensibilidade que varia entre 50 e @0épende do niumero de parasitos
presentes na lamina (GOTO; LINDOSO, 2010). A pasitide do teste é inversamente
proporcional ao tempo de evolucao da lesdo cut&eealo rara apdés um ano. Embora
seja uma técnica simples, rapida e de baixo conétm¢ capaz de detectar parasitas em
todos os pacientes (VEGA-LOPEZ, 2003; BENSOUSS2006).

O isolamento do parasita pode ser feito atravéscultura em meios
apropriados, a partir de material obtido por purgsrativa ou bidpsia das lesdes dos
pacientes. A sensibilidade do isolamento em cukugaralmente baixa, em torno de 20
a 40%. Essa baixa sensibilidade esta relacionadawios casos a escassez do parasita
nas lesées, principalmente quando se trath. q¥.) braziliensifBRANDAO-FILHO
et al., 1999; BENSOUSSAN, 2006; RODRIGUEZ-GONZA Eet al., 2006;
REITHINGER et al., 2007). A inoculacdo em animaisceptiveis para cultivio vivo,
utiliza principalmente o hamsteMésocricetus auratusPevido ao longo periodo de
acompanhamento até a formacdo da Ulcera no aninzseelevados custos para
manutencdo dos animais, o0 método se restringestituigbes de pesquisa cientifica
(RODRIGUES, 2000; BENSOUSSAN, 2006; BRASIL, 2007)

A reacdo em cadeia de polimeraBelymerase Chain ReactiechPCR) € uma
técnica que permite a amplificacdo de segmentoscésms de DNA a partir de
oligonucleotideos iniciadoreprimerg pareados especificamente nas margens da regiao
alvo, permitindo 0 seu uso como instrumento esjgecffara o diagnostico de diversas
doencgas infecciosas (SINGH, 1997; GOMESal, 1999; RODRIGUES, 2000;
RODRIGUES et al, 2002). Embora varias abordagens moleculares itensido
desenvolvidas para o diagnodstico da LeishmanioseRCR convencional seja uma
técnica altamente sensivel e especifica, se tetardteste pratico para uso na rotina
laboratorial, com exigéncias técnicas e custo aaldeado, embora esteja sendo cada
vez mais encontrado em laboratorios de referéREITHINGER et al, 2007; DE
ASSIS SOUZAet al, 2013).

O diagnostico imunolégico baseia-se na avaliacdoedposta imune celular
utilizando a técnica de Intradermorreacdao de Magem (IDRM) e/ou na avaliacdo da
resposta imune humoral utilizando as técnicas denafiuorescéncia indireta (IFI),
Ensaio Imunoenzimétic&efzyme-linked Immunosorbent AssayliSA) e western blot.
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Atualmente, ja existem trabalhos utilizando a citma de fluxo como um meétodo
alternativo e auxiliar para o diagnostico, possaindintagens sobre os métodos
convencionais utilizados (ROCHAt al, 2002; DE OLIVEIRAet al, 2013; DE
PAIVA-CAVALCANTI et al, 2015; TEIXEIRA-CARVALHOet al, 2015).

A deteccdo da imunidade celular através da IDRM s&n empregada como
um importante recurso no diagnostico imunolégico IdBA, dada sua grande
sensibilidade e especificidade, chegando a vajm@smos de 80%. Também pode ser
utilizada como importante ferramenta para inqugrépidemioldgicos. O teste consiste
na injecao de uma suspensao de antigeno prepavadpromastigotas para a inducao
de resposta de hipersensibilidade tardia, ondeagaceé lida apdés 48 a 72 horas
(MACHADO, 2004; GOTO; LINDOSO, 2010). Embora amete resultado positivo
na maioria dos casos de LTA (90%), o resultado gatino em lesBes recentes, na
forma cutanea difusa e em pacientes imunodeprimigiosareas endémicas, € comum o
teste ser positivo devido & ocorréncia de infecgixlinicas (VEGA-LOPEZ, 2003;
REIS et al, 2007). Além disso, o0 teste ndo diferencia doeatpea de pregressa
(WEIGLE et al, 2002; REITHINGERet al, 2007).

A avaliagdo da resposta imune humoral na LTA tefo geralmente abordada
através de testes sorolégicos, e os mais utilizatlemente séo a IFIl, o ELISA e o
Western blot (KAR, 1995; TRUJILL@t al, 2000; JANIet al, 2002; BRASIL, 2007;
POURMOHAMMADI et al, 2010; ELMAHALLAWY et al, 2014; GOMESet al,
2014). Estes testes apresentam controvérsias gadditco da LTA, principalmente
considerando sua baixa sensibilidade, especifieidaghouca reprodutibilidade. Além
disso, podem apresentar reacdes cruzadas com tjpaygsomatideos. Sabe-se ainda
que ndo ha uma correlacdo entre niveis de antisarpoulantes com a presenca de
infecgéo ativa (PASSOSt al, 2000; SCHALLIG; OSKAM, 2002; SAVANEt al,
2003; ALVES, 2004).

A IFI é uma técnica amplamente utilizada no diagoéda LTA. Podem ser
observadas, frequentemente, reacfes cruzadas ctnws aarganismos da familia
Trypanosomatidae, gerando resultados falso-positiaom soros de pacientes
portadores de doenca de Chagas e leishmaniosaaligt=XENAT; SANTANA;
TEIXEIRA, 1996; BRITOet al, 2009). H& também, relatos de reatividade cruzada

com soro de pacientes portadores de hanseniaseeeculose (KAR, 1995). Além
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disso, ocorre grande variabilidade nos resultago®chicas soroldgicas que dependem
da natureza do antigeno; que pode estar assoaaddifarentes antigenos utilizados e
principalmente pela forma como foram produzidos wifipados (TAVARES;
FERNANDES; MELO, 2003). A técnica de ELISA consist® uma metodologia de
realizacdo simples, bastante utilizada nas invegligs cientificas. Embora apresente
maior sensibilidade em relag&o a IFI, tem sido reerilizada na rotina laboratorial por
apresentar custo mais elevado e exigéncias lab@iateuperiores a IFI (MACHADO,
2004; ROMERCet al, 2005). O Western blot tem sido mais utilizadodiegnéstico
da leishmaniose visceral (KAR, 1995). Em estudo pamattivo, Brito et al., (1999)
demonstrou que a técnica de Western blot apresemaior sensibilidade e
especificidade em relacdo as técnicas de IFl e £LIS

Atualmente, essas técnicas soroldgicas aumentanzan sensibilidade e
especificidade em testes diagnosticos para as rhaisioses, especialmente a LTA
(PEDRASet al, 2003; SOUZAet al, 2005; PISSINATEet al, 2008). Também foi
demonstrado que a quantificacdo das subclassegGi@dr ELISA ou citometria de
fluxo levou a um aumento na acuracia dos testea padiagnostico da LTA. A
quantificacao de 1gG1 e IgG3 parece ser uma boaduklgia para 0 acompanhamento
de pacientes de LTA tratados (SOU2ZAal, 2005; FAGUNDESSILVA et al, 2012;
TEIXEIRA-CARVALHO et al, 2015).

Tendo em vista as dificuldades inerentes das tésrsorologicas utilizadas na
rotina laboratorial para o diagndstico da LTA, rovaropostas metodolégicas vém
sendo desenvolvidas. A citometria de fluxo é unumex que permite analise rapida,
objetiva e quantitativa de células em suspensabFYANA et al, 2001; NAKAGEet
al., 2005). As células da amostra em suspensdo saoadadr com anticorpos
monoclonais especificos ligados a fluorocromos, gaenitem a identificacdo e a
quantificacdo de células pelo seu tamanho, suaulpsidade e intensidade de
fluorescéncia. Esta técnica apresenta varias vamsagara 0sS imunoensaios, tais como
possibilidade de quantificacdo do analito, voluneeluzido de amostra, elevada
reprodutibilidade e sensibilidade, uma ampla faiixeéimica, e, sobretudo potencial para
multiplexagem (JANlet al, 2002; SOUS/Aet al, 2013; TEIXEIRA-CARVALHO et
al., 2015).
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Esta tecnologia também ja é utilizada para o disijgw de varios tipos de
cancer, como a leucemia. Os servigos sédo terogizpelo Sistema Unico de Saude
(SUS), que firmam uma parceria entre laboratorartiqulares e hospitais publicos. Se
validada a técnica para o diagnéstico da LTA, extpossibilidade de tambéem
terceirizar servigos para esta finalidade. Poréma [sso, € necessaria qualificacdo de
recursos humanos e investimento de capital pansiego do equipamento e reagentes

para os laboratorios que realizariam o servico.

Considerando as aplicabilidades da citometria aeofldescritas por Martins-
Filho et al., (1995), e sabendo que a utilizacé® idotipos pode contribuir com uma
maior acuracia nos testes (PISSINA&Eal, 2008), é valido salientar que a aplicacéao
da citometria de fluxo, na deteccdo da LTA em pderantes e apos tratamento pode
contribuir para a obtengdo de um método de maiwilséidade e especificidade, com

aplicacao diagndéstica e como critério de cura renca.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

O estudo é do tipo experimental ou ensaio clinidto randomizado. Este
ensaio consiste na comparacdo entre um grupo teigemtes sujeitos a intervencao e
outro formado por sujeitos ndo-expostos a inter@endenominado controle. Ambos
escolhidos a partir de critérios de disponibilidadeconveniéncia (ROUQUAYROL,;
ALMEIDA FILHO, 2003).

4.2 Populagao de estudo

Os pacientes do presente estudo foram procedemted endémica para LTA
em Pernambuco. Foram selecionados 14 pacientes,Idhgdossuiam a forma cutanea
localizada, um a forma disseminada e um a formaoouiénea. Foram pacientes de
ambos os sexos, com idade superior a 15 anosdpogtade lesdes ativas, sem doencas
cutaneas concomitantes. SO fizeram parte do ess&idoe tiveram diagndstico positivo
para LTA em pelo menos dois testes laboratoriaiseerpesquisa direta, IDRM,
isolamento e PCR. Os pacientes estavam cientesjetivo do estudo. Eles foram
acompanhados para realizacdo de procedimentospiata de 10 ml de sangue antes
do tratamento e apds tratamento quimioterdpico Glusantime® (antimoniato de N-

metilglucamina), sob orientacdo médica.

4.2.1 Consideracdes éticas

Prosseguimos com os procedimentos para coletardpiesssomente apdés o
paciente ter concordado em assinar o “Termo de €btingento Livre e Esclarecido”
(TCLE) (apéndices A e B). O grupo controle (n=16) d¢onstituido por individuos
saudaveis, residentes em area ndo endémica, soapg@stassinarem o TCLE (apéndice
C). Foram coletados 10 mL de sangue do grupo deeatenconstituido por voluntarios
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. O matmiatado foi processado na
mesma Instituicdo, na cidade de Recife-PE. Os qote experimentais foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica do GRPEWCRUZ, parecer n°
043/2007.



35

4.2.2. Coleta de amostras

Todos os pacientes envolvidos no estudo foram mtesighor uma profissional
Médica Dermatologista do Hospital Universitario @iyo Cruz (HUOC), nos postos
de salude dos municipios visitados (busca ativag oedlizaram a anamnese e a coleta
de sangue. As amostras foram repassadas para ocdSete Referéncia em
Leishmanioses do Centro de Pesquisas Aggeu Magattéa&IOCRUZ Pernambuco.
Por se tratar de um projeto maior, as coletasaraon ha cerca de 10 anos. Foram
utilizadas amostras de pacientes antes do tratamemt ano, dois e cinco anos apds o
tratamento.

4.3 Triagem dos pacientes

Para inclusdo no presente projeto, os pacientesnf@ubmetidos a alguns
procedimentos laboratoriais para confirmacdo dang¢i@&o Servico de Referéncia em

Leishmanioses.

4.4 Obtengéo das formas promastigotas fixadas de V. braziliensis

Inicialmente  formas promastigotas da cepa de nedeaé
(MHOM/BR/75/M2903) mantidagn vitro foram expandidas em meio Schneider’s até
atingirem fase exponencial. Em seguida, os pasaiitam transferidos para tubos de
polipropileno de 50mL, e foram submetidos a bakeuatrifugacao (100 X g), 2& por
10 minutos. Em seguida, os parasitas foram recdpsrdo sobrenadante, apés 10
minutos em repouso a temperatura ambiente. O sadmate foi transferido para outro
tubo de 50mL e o sedimento desprezado. Os parasitasn lavados em salina
tamponada contendo 10% de soro fetal bovino (Sp®)trés vezes, a°€, 871 X g
durante 10 minutos. O sedimento formado foi homegedo e ressuspenso em solugao
fixadora de Paraformaldeido a 1% e estocado por&4fhC. ApOs incubacdo, o0s
parasitas foram lavados com salina tamponada admt8% de SFB, por duas vezes.
Em seguida a concentracgéao foi ajustada para ocedsaiitometria de fluxo.

4.5 Obtencéo de soro

A partir do sangue dos pacientes que foi recebid8etvico de Referéncia em
Leishmanioses, o soro foi obtido ap6s centrifugagdd00 X g por 5 minutos a

temperatura ambiente. As amostras de soro forativadas a 58C por 30 minutos e
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centrifugadas a°€, 1000 X g por 5 minutos. Apds a centrifugacasepbrenadante foi

aliquotado e estocado a “EDaté sua utilizacao.

4.6 Reacao de imunofluorescéncia indireta

O teste de IFI foi realizado de acordo com o patwd housedesenvolvido
no Laboratorio de Imunogenética do CPqAM. A susperaitigénica de promastigotas,
utilizada neste ensaio, foi aplicada um volume @eul desta suspensdo em regido
delimitada de laminas de IFI, fixando-se duranteofas a 37C. Em seguida, foram
recobertas com 10 pL das amostras dos soros dluiaoazéo 1:40 em PBS 0,01 M,
pH 7,2. Foram adicionados dois soros padrbes {pogtnegativo) na diluicdo de 1:40,
e incubados em camara imida por 30 minutos €37Apds incubacéo, foi retirado o
excesso de soro das laminas, lavando-as por imens@BS, pH 7,2 por trés vezes em
intervalos de 5 minutos. Uma diluicdo na razdo:déd de anti-IgG humana (especifica
para cadeia pesada) conjugada ao isotiocianato luere$ceina-FITC (Sigma
ChemicalCorp., St. Louis, MO) preparada em azutdans 1 % na solugdo tampé&o de
PBS, (previamente diluido na razdo 1:10 no mesmpda), foi colocada sobre as
laminas, incubando-se nas mesmas condicOes apteridpds a reacdo, as laminas
foram lavadas trés vezes por 5 minutos em PBSxadies a temperatura ambiente. A
montagem foi feita com glicerina tamponada pH 8,éme seguida, as laminas foram
observadas no microscépio de fluorescéncia pordib&srvadores, com a objetiva de
40x.

4.7 Reacdo de ELISA

O ensaio de ELISA foi realizado com o protocoloethe®lvidoin houseno
Laboratério de Imunogénetica do CPgAM. A placadensibilizada com 100 pL por
poco do antigeno a 5 pg/mL, previamente diluidotampdo Carbonato/Bicarbonato
0.06 M pH 9.6. A placa foi incubada a 4°C/ 18 homs camara umida. Apdés
incubacao, foi lavada 3 vezes com PBS 0.015 M @ta@ntendo 0.05% de tween 20,
onde na primeira lavagem desprezou-se 0 sobremadards outras duas deixou-se em
repouso por 10 minutos antes de desprezar. Os fweos diluidos de 1/40 até 1/1280
em PBS 0.015 M pH 7.2 contendo 0.05% de tween |2lleeem p6. Em cada placa foi
adicionado um padrao negativo com as mesmas d#sligas amostras, para que fossem

calculados posteriormente os valores da médiawadpadrao. Foram adicionados 100
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puL por poco do soro diluido e a placa foi incubpdal h em camara umida a 37°C.
Novamente foi feita lavagem, da mesma forma citail@a. Foi feita incubag&o por 1h
com 100 pL por pogco do conjugado peroxidase amfs humana cadeia gama
especifica, no titulo ideal para o teste (Calbiogudtulo de 1/2500). A placa foi

lavada mais 3 vezes com PBS 0.015 M pH 7.2 cont@rfek? de tween 20, como ja
descrito. O volume de 100 pL por poco do cromég@uido 5-amino salicilico ou

OPD) foi adicionado. Apos 1h de incubacdo em camarida a temperatura ambiente e
na auséncia da luz, a reacéo foi parada com 25ulp@po de NaOH 1M e entdo

realizada leitura em espectrofotbmetro no comprimede onda 450nm. Para
interpretacdo dos resultados, o limiar de reatdedde cada soro positivo foi calculado
levando-se em consideracdo a média aritmética Hssrl@ncias das diluicbes do
controle negativo mais 2 vezes o desvio padraoinAssiao consideradas amostras

positivas as que tiverem titulos maiores que oltan da relacdo descrita acima.

4.8 Citometria de fluxo para analise das subclass&gG

O ensaio de citometria de fluxo para a pesquisardeorpos anti-formas
promastigotas de. (V.) braziliensidoi realizado de acordo com Rocoétaal. (2002) no
equipamento FACS Calibur (Becton & Dickson) com isigdo de 20.000 eventos.
Uma suspenséo de parasitas (5 ¥go) foi incubada em placas de 96 pocos, fundo
em “U” a 37°C por 30 minutos na presenca de diteseliluicbes do soro (1:64 a
1:8192). Apés incubacdo com soros, os parasitasnféevados duas vezes com 150 pl
de PBS-10% SFB (800 X g por 10 minutos, a 4°C)aRadlise das subclasses de I1gG
(IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), foi realizada a incubagdos parasitos a 3C por 30
minutos, na presenca deiOde anticorpos anti-subclasses de IgG humano masca
com biotina (Sigma ChemicalCorp., St. Louis, MAyitios em PBS-10% SBF seguida
por 2 lavagens com PBS-10% SBF. Em seguida, ositsgdoram reincubados a°87
por 30 minutos, na presenca dgull@e estreptoavidina conjugada a ficoeritrina-SAPE
(Gibco), diluida 1:100 em PBS-10% de SFB. Apoés @uliagdo com os anticorpos
reveladores, os parasitas foram lavados e fixados 20QUL de solucéo fixadora. As
amostras foram mantidas por 30 minutos’@,40 abrigo de luz, até o0 momento da
leitura no citbmetro de fluxo. As leituras das atrass no citdbmetro de fluxo foram

realizadas num periodo maximo de 24 horas apéseéd dos parasitas.
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4.8.1 Analise dos dados

Os resultados das analises de fluorescéncia apmdssnpelos parasitas apos
incubacdo com soros obtidos dos pacientes e somes sdo expressos sob a forma
de percentual de parasitas fluorescentes posi{RB$P) observados para cada teste
individual em relacdo ao controle do conjugado. BFP é determinado para cada
amostra através do estabelecimento de um limiaedatividade em funcéo da curva de
fluorescéncia obtida para o controle da ligacaspeeifica do conjugado. Para cada
experimento € estabelecido um limiar de reatividégl®@o maximo 2% de PPFP para o
controle interno da reacdo (controle do conjugadon seguida, empregando-se o
mesmo marcador sdo obtidos os valores de PPFRupastras individuais. A Figura 6

mostra o histograma de PPFP sobre o qual os dadanalisados.

Figura 6: Histogramas da porcentagem de parasitas fluorescpositivos.
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Fonte: Histograma realizado pela autora no programa Cel@ro®. A: Controle interno da reacao; B:
Controle negativo; C: Amostra de paciente positiMd. corresponde a regido negativa e M2 a regiao

positiva no histograma.

4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada para avaliagdodesempenho dos testes
diagnosticos em estudo, para definicAo do pontaxaite através da construcdo da
Receiver Operating Characteristicurva ROC, avaliacdo dos indices de desempenho e
intervalo de confianca. Os testes foram realizagldzando o programa estatistico
MedCalc Statistical. Todas as conclusdes foram dasano nivel de significancia de
95%.
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Os indices de desempenho da IFI e da citometrituge também podem ser
avaliados a partir da classificacdo dos resultadogjuatro categorias, de acordo com a
presenca de lesdo (grupo antes do tratamento -0ATuséncia de lesdo (grupo pos-
tratamento — PT). Estas categorias estdo expresséabela 1 e foram definidas da
seguinte forma: Verdadeiro-Positivo (VP) = presededeséo e teste positivo; Falso-
Positivo (FP) = auséncia de leséo e teste posikatso-Negativo (FN) = presenca de
lesdo e teste negativo e Verdadeiro-Negativo (VMduséncia de leséo e teste negativo
(Tabela 1).

Tabela 1 -Categorias para os resultados dos testes de diagndss pacientes.

LTA
AT PT
Resultado do Positivo VP (a) FP (b)
teste Negativo FN (c) VN (d)
Total (a+c) (b+d)

Fonte: A autora.

Com base nestes fundamentos, podem ser calculadndioes sensibilidade e
especificidade. A sensibilidade é calculada pdiecé® a/(a+c) traduzindo a proporcdo
de pacientes portadores LTA (positivos), nos qoaisestes IFI, ELISA ou citometria
de fluxo foram positivos. J4, a especificidade rigpeito a proporcdo de individuos

sem manifestacao clinica de LTA (negativos) serederthinada pela relacao d/(b+d).

Na maioria casos, o resultado foi apresentadomuenée com seu intervalo de
confianca (IC 95%) de forma que fornecesse a fireas valor estimado, este que esta
relacionado com a amplitude do intervalo, ondervates mais estreitos correspondem

a estimativas mais precisas.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo e resudtss laboratoriais

De acordo com os parametros clinicos, epidemiob&gec laboratoriais, todos
os pacientes foram diagnosticados como portadoeetTdh (Tabela 2). Todos os
pacientes apresentaram lesdes cutaneas e forametsdidsn ao tratamento com

Glucantime®.

Tabela 2 -Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dogeptes inclusos no estudo.

Paciente Sexo Idade Localidade Forma N°de Local das lesdes Tamanho Evolucéo N° de
Clinica lesbes das das ampolas
lesbes lesdegmeses)
(cn)
1 M 17 Moreno CL 03 2 Regido lombar 9; 21;0,5 1 49
EAxila
2 F 46 Moreno CL 03 Perna 18;5;8,75 1 20
E;PernaD;Regido
lombar
3 M 34 Moreno CL 01 Braco E 8,75 2 20
4 F NI Moreno CL 01 Brago E 6 1 20
5 F 15 Amaraji CD >20 - - NI 20
6 M 46 Moreno CL 01 Braco E 7,5 1 30
7 M 75 Moreno CL 01 Brago D 6,25 2 30
8 M 20 Moreno CL 02 Perna E;Perna D 7,5; 10,5 3 20
9 M 28 Aldeia CL 01 Torax 2 2 30
10 M 51 Moreno MC 01 Lébulo D 4.5; 1 95
11 M 30 Aldeia CL 01 Perna E 25 1 50
12 F 24 Vitéria de CL 01 Tornozelo D 3 2 20

Santo Antéao

13 M 33 Moreno CL 01 Perna D 20,25 36 30
14 F 15 Moreno CL 03 Gluteo;Coxa;Perna22,5; 10; 12 30
D 10

Fonte: Elaborado pela autora. F= feminino, M=masculinos N&o informado, CL= cutanea localizada,

CD= cutanea disseminada, MC= mucocutanea, D= diet@squerda.
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Os testes laboratoriais para a confirmacdo do d&igo dos pacientes foram
realizados em colaboragcdo com o Servico de Refier@me Leishmanioses do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes. Os testes incluitatradermoreacdo de Montenegro
(IDRM), pesquisa direta, PCR e isolamento em ani(iabela 3). Pacientes que
apresentaram pelo menos dois testes laboratodaisvos foram incluidos no estudo.

Tabela 3 -Resultados laboratoriais dos pacientes suspeita3 Aeatendidos pelo servigo de referéncia
em leishmanioses do CPgAM/FIOCRUZ.

Paciente IDRM (mm) Pesquisa direta PCR Isolamento
1 5 NR + N
2 10 + + S
3 15 + + N
4 15 + + N
5 NR - + S
6 10 - + S
7 5 + + N
8 10 - + N
9 10 + - S
10 5 - + S
11 15 - + N
12 - + + S
13 15 NR + S
14 6 - NR S
Positivos: 85,7% 50% 92,3% 57,14

Fonte: Elaborado pela autora. IDRM = Intradermorreacdddatenegro; PCR = Reacdo em cadeia de

polimerasei = positivo;- = negativo; NR= ndo realizado; S = sim; N =nao.

5.2 Imunofluorescéncia indireta

Os pacientes, que demonstraram titulos a partirl:@8, foram considerados
positivos neste teste. Dos soros avaliados, 92,883/44) foram positivos antes do
tratamento. Um ano apdés o tratamento com Gluca@tjngl,54% (8/13) foram
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positivos; dois anos apos o tratamento 70% (7/a@nf positivos e cinco anos apos o
tratamento 50% (5/10) dos soros avaliados aindant@ram positivos para o teste de
imunofluorescéncia indireta (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados do teste de imunofluorescéncia inditetapacientes antes e apds o tratamento
com Glucantime® expressos em inverso do tituloildécéo.

Paciente AT 1PT 2PT 5PT
1 - 20 20 20
2 80 40 40 -
3 80 20 20 20
4 20 - - 40
5 80 40 40 NR
6 40 - NR -
7 80 - - -
8 80 20 NR NR
9 80 20 20 20
10 80 - - -
11 40 - NR 20
12 20 20 20 NR
13 40 NR NR NR
14 40 20 20 -

Positivos:  92,85% 61,54% 70% 50%

Fonte: Elaborado pela autora. IFI= imunofluorescénciaretdi AT= antes do tratamento; PT= pés-

tratamento; NR= nao-realizado.

Para avaliar a aplicabilidade deste método em ifi=mt LTA ativa, foi
realizado um grafico a partir do programa estabstledCalc, utilizando os valores do
inverso do titulo da diluicAo em que os pacienteanfii positivos para o teste. Dessa
forma, foi possivel realizar a avaliacdo da red#ide de IgG total dos soros dos

pacientes antes e ap0s o tratamento, como denamsiaa-igura 7.
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Figura 7 - Reatividade de IgG em soros de pacientes ante e & anos ap0s tratamento, submetidos ao
método de imunofluorescéncia indireta. A linha pbatla corresponde ao ponto de corte de 1:20.
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Fonte: Realizado pela autora através do software MedQaltéstical.
5.3 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Nas placas, foram feitas diluicbes seriadas do sdos pacientes,
compreendendo cinco diluicdes: de 1:40 a 1:1280.p&sentes que apresentaram
titulos de soro a partir da diluicdo 1:40 foramsidarados positivos para o teste. Dos
soros avaliados, 92,8% (13/14) dos pacientes altesatamento com Glucantime®
foram positivos; 53,8% (7/13) dos pacientes apos amo de tratamento foram
positivos; 88,8% (8/9) dos pacientes dois anos adamento foram positivos e 100%
dos pacientes cinco anos apoés tratamento (5/5)ncamam com titulo positivo para
LTA (Tabela 5).
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Tabela 5 -Resultados do teste de ELISA dos pacientes argpéstratamento com Glucantime®
expressos em inverso do titulo da diluicdo.

Paciente AT 1PT 2PT 5PT
1 80 40 - NR
2 80 - NR NR
3 320 - 40 160
4 80 NR 80 NR
5 160 40 40 40
6 160 - NR NR
7 80 - NR NR
8 80 - 80 160
9 80 - 80 NR
10 160 - 80 NR
11 640 40 NR 80
12 80 40 40 40
13 - 40 NR NR
14 80 40 40 NR
Positivos: 92,85% 46,15% 88,8% 100%

Fonte: Elaborado pela autora. ELISA = ensaio imunoenzeoathT = antes do tratamento; PT = pés-

tratamento; NR = ndo-realizado; - = negativo.

Para avaliar a aplicabilidade do ELISA em idendifit TA ativa, foi realizado
um gréfico a partir do programa MedCalc Statistigdlizando os valores do inverso do
titulo da diluicdo em que os pacientes foram camaibs positivos para o teste. Dessa
forma, foi possivel realizar a avaliagdo da red#de de IgG total dos soros dos

pacientes antes e ap0s o tratamento, como podésenvado na Figura 8.
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Figura 8 - Reatividade de IgG em soros de pacientes ante e & anos ap0s tratamento, submetidos ao
método de ELISA. A linha pontilhada correspondg@anto de corte de 1:40.
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Fonte: Realizado pela autora através do software MedCatisStal.

5.4 Avaliacéo de IgG total por citometria de fluxo

Para realizar a comparacao entre os testes deHEISA com a citometria de
fluxo para o diagnéstico da LTA, foram realizadaperimentos com o anticorpo 1gG
anti-formas promastigotas déeishmania (Viannia) braziliensisem pacientes

portadores de LTA antes e um, dois e cinco anos ap@tamento.

A reatividade do ensaio de citometria de fluxogegpressa a partir da média dos
valores de PPFP dos soros, obtida apos incubacg@ieatos nas diluicbes de 1:64 a
1:8192, com promastigotas fixadas nas condi¢coesvigmnente padronizadas.
Empregou-se o ponto de corte de 20% de PPFP, ceoopmgio por Martins-Filho
(1995). A andlise da curva de titulacdo de antic®igG anti-formas promastigotas de
L.(V.) braziliensigpresentes em soros dos pacientes, expressos cédiasmos valores
de PPFP, sugerem que a diluicdo 1:256 ¢é a regjade(Reatividade que corresponde ao
primeiro titulo de reacédo diferencial entre osvidlios antes do tratamento (AT) e um,

dois e cinco anos apods tratamento (PT) (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas de titulagdo de anticorpos IgG anti-forrpasmastigotas de..(V.) braziliensis
presentes nos soros dos pacientes.
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Fonte: Realizado pela autora através do software MedCaliistical. Os pacientes foram classificados
quanto a presenca de lesdo (AT) e a ausénciadte(ks2 e 5 anos PT). A linha tracejada corresp@ad
ponto de corte de 20% de PPFP.

A regiéo de reatividade 1:256 para as amostrasithdiis dos soros AT e PT,
foram analisadas adicionalmente com o objetivo daliax sua aplicabilidade na
identificacdo de pacientes em atividade clinicapdrA (Figura 10). Empregando-se o
ponto de corte de 20% de PPFP, foi demonstrado aqyeesquisa € aplicavel a
identificacdo de casos de leishmaniose cutanedidzada uma vez que permitiu
identificar 86% (12/14) dos individuos AT com vasrsituados numa regido de alta
reatividade, ou seja, positivos; e 77% (10/13), §8%80) e 70% (7/10) dos individuos,
respectivamente, um, dois e cinco anos PT comeslde PPFP restritos a uma regiao

de baixa reatividade, ou seja, negativos para ai@xe citometria de fluxo
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Figura 10 - Avaliacdo da aplicabilidade do ensaio de citoraetié fluxo na identificacdo de pacientes

com LTA ativa.
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Fonte: Realizado pela autora através do programa MedQatfist®al. Ensaio realizado a partir dos soros
de pacientes da regido de reatividade com titdéoaticial entre AT e 1, 2 e 5 anos PT. Alinha
pontilhada corresponde ao ponto de corte de 20P@d.

5.5. Andlise das curvas ROC entre IFI e Citometriae Fluxo

Os valores dos resultados dos titulos de IFI engtda de fluxo, na diluicdo do
soro de 1:256, foram utilizados a fim de se coimstas curvas ROC Receiver
Operating Characteristicpara os testes (Figura 11). Com a analise daasROC,
observamos que area sobre a curva (ASC) da IFI {A8Z9; 1Gsy= 0,754-0,954)
diferiu daquele observado para o teste de citomekei fluxo (ASC= 0,890; KKz~
0,767-0,961). Com isso, percebeu-se um desempeminornpara o teste de IFI em

relacéo acitometria de fluxo.
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Figura 11 - Comparacgdo entre as curvas ROC de IFI e citorarituxo.
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Fonte: Realizado pela autora a partir do programa MedGgtistical. Curvas construidas a partir do
desempenho, sensibilidade e 100- especificidadeettss avaliados. 0,9 e 0,8 correspondem as ASC

(area sob a curva) da citometria de fluxo e IRpeetivamente.

Além disso, foi realizada a construgdo da curva R@f confirmar o ponto de
corte de 20% para o ensaio de citometria de fllb@mram construidas curvas de
sensibilidade e especificidade em diferentes pamgosorte. O ponto onde as curvas se
encontram, corresponde ao ponto de corte idealg¥td 12 apresenta os valores de
sensibilidade e especificidade em funcao dos difesepontos de corte, onde um ponto
de corte em 20% de PPFP € o melhor para demoonsiesempenho do teste.
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Figura 12 - Curvas de sensibilidade e especificidade da citéaneé fluxo obtidas a partir de diferentes
pontos de corte expressos em PPFP.
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Fonte: Realizado pela autora utilizando o programa MedGgdtistical.
5.6. Analise das curvas ROC entre ELISA e Citometa de Fluxo

Os valores dos resultados dos titulos de ELISAt@matria de fluxo foram
utilizados a fim de se construir as curvas ROC partestes (Figura 13). Com a analise
das curvas ROC, observamos que area sobre a AAB@) do ELISA (ASC=0,808;
ICos0~= 0,652-0,915) diferiu daquele observado para tetede citometria de fluxo
(ASC= 0,896; IG@sy= 0,758-0,970). Com isso, percebeu-se uma acuraeiar da
citometria em relagéo ao ELISA.
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Figura 13 - Comparagéo entre as curvas ROC de ELISA e Citome¢riFluxo.
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Fonte: Elaborado pela autora pelo programa MedCalc Statist

5.7. Padronizacao dos isotipos de IgG
5.7.1. Padronizacao do isotipo IgG1

Os soros dos pacientes que apresentaram a poreentag parasitas
fluorescentes positivos (PPFP) > 50% foram conadies positivos no ensaio de
citometria de fluxo. A reatividade do ensaio dermittria de fluxo, foi expressa a partir
das diluices testadas do conjugado IgG1l (1:100 @4Q0) que foram obtidas apés
incubacdo com os soros de pacientes portadore$Aativa (CP - controle positivo) e
com soros de individuos provenientes de areas ndénecas e sem manifestacoes
clinicas de LTA (CN - controle negativo), nas djfies de 1:64 a 1:8192, com
promastigotas fixadas em condicbes previamente opamhidas. A diluicdo do
conjugado que melhor discriminou os pacientes ipositdos negativos foi a diluicao de

1:400, como descrito na Figura 14.
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Figura 14 - Gréfico de avaliacdo da aplicabilidade do isotipG1.
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Fonte: Elaborado pela autora pelo programa MedCalc StatistAvaliacdo da aplicabilidade do ensaio

de citometria de fluxo na identificacdo da diluicde 1:400 do isotipo IgG1, a partir dos soros de

pacientes portadores de LTA ativa (CP- controleitipoy e de individuos residentes de area nédo

endémica e sem manifestac@es clinicas da doengac@@iole negativo) nas diluicdes de 1:64 a 1:8192
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A analise da curva de titulacdo do anticorpo Ig@Gifanmas promastigotas de
L.(V.) braziliensispresentes em soros dos pacientes controles {mostinegativo),
expressos como os valores de PPFP, sugerem queicialil:256 € a regido (R) de
reatividade que corresponde ao primeiro tituloededio diferencial entre os individuos
AT (Figura 15).

Figura 15 - Curvas de titulac@o na diluicdo 1:400 do isotip81g

100

80}

n 60}
o m m—a  CN400
DO- e—e CP400
> 40L
201 v
O_I 1 1 1 1 L 1 1
S ¥ & 9 & & 8 S
— N LN o o o —
— AN <t 0]

Inverso da diluicdo do soro

Fonte: Elaborado pela autora. Curvas de titulacdo de @piis IgGlanti-formaspromastigotasldév.)
braziliensis presentes em soros dos pacientes classificadagoqaapresenca de lesdo (CP) e sem

manifestacdo clinica (CN). A linha tracejada cqgoggle ao ponto de corte de 50% de PPFP.

Apos a escolha da diluicdo para o conjugado Ig&l,1d00, utilizando a
diluicdo do conjugado (PE) de 1:100, foi possivehfcmar que os resultados na
diluicdo de 1:256 do anticorpo 1gG1 anti-formasnpastigotas dé. (V.) braziliensis

foram os que discriminaram melhor os pacientes €€N.

5.7.1.2. Avaliacdo da aplicabilidade do isotipo [HG

Apos identificar a regido de reatividade e o palgacorte, prosseguimos com a
confirmacdo da aplicabilidade do ensaio na idestffio de pacientes positivos e
negativos para LTA. Observou-se que nos pacienties6’,2% foram positivos; nos

pacientes um ano apoés tratamento, 17,7%; dois ap@s tratamento, 72,8% e nos
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pacientes cinco anos apos o tratamento, 12,5% fpoaitivos. Estes resultados podem

ser observados na Figura 16.

Figura 16 - Avaliacdo da aplicabilidade do ensaio de citometgdluxo utilizando o anticorpo 1gG1 na

identificacdo de pacientes com LTA ativa.
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Fonte: Realizado pela autora através dos dados da pesgumagrama MedCalc Statistical.

5.7.1.3 Estudo da curva ROC
Os valores dos resultados dos titulos da citomédgidluxo, na diluicdo dos

soros controles de 1:256, foram utilizados a fimsdeconstruir a curva ROC para
avaliar a acuracia do teste (Figura 17). Com aisnél curva ROC, observamos que
ASC para o teste de citometria de fluxo (ASC= 0;,983s= 0,698-0,997), mostrando

gue o teste obteve um excelente desempenho.
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Figura 17 - Curva ROC para o isotipo IgG1.
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva ROC da citometridude fpara o isotipo 1gG1, construida a partir
do desempenho, sensibilidade e 100- especificidadeste avaliado. A &rea sob a curva que correlgpon
a ASC=0.931.

5.7.2 Padronizacéao do Isotipo IgG2

Os soros que também apresentaram PPFP > 50% forssiderados positivos
neste ensaio. A reatividade do ensaio de citomd&ifluxo, foi expressa a partir das
diluicbes testadas do conjugado 1gG2 (1:100 a @) 8btidas apds incubagdo com 0s
soros de pacientes portadores de LTA ativa (CPpegaontrole positivo) e soros de
individuos néo infectados, de area ndo endémiemensanifestacao clinica de LTA, ou
seja, sem lesdo (CN- grupo controle negativo), dilascoes de 1:64 a 1:8192, com
promastigotas fixadas nas condicdes previamenteaopaddas. A diluicdo do
conjugado que melhor discriminou os grupos avafiddo a diluicdo de 1:100, como

descrito na Figura 18.
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Figura 18 - Gréfico de avaliacdo da aplicabilidade do isotipG2.
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Fonte: Elaborado pela autora. Avaliacéo da aplicabiliddal@nsaio na identificacéo da diluicdo de 1:100
do isotipo IgG2, a partir de soros de pacientes Lo ativa (CP- controle positivo) e de individude

area ndo endémica e sem manifestagéao clinica (€Mtrole negativo) nas diluicdes 1:64 a 1:8192.

A analise da curva de titulacdo do anticorpo lg@t-farmaspromastigotas de
L.(V.) braziliensispresentes em soros dos pacientes controles, sgpr&®mo 0S
valores de PPFP, sugerem que a diluicdo 1:512 égidor (R) de reatividade que
corresponde ao primeiro titulo de reacdo diferémeitte os individuos AT (Figura 19).
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Figura 19 - Curvas de titulacdo do isotipo 1gG2 na sua diluita®0.
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Fonte: Elaborado pela autora. Curvas de titulacdo de@piis IgG2 anti-formaspromastigotasldé/.)
braziliensis presentes em soros dos pacientes classificadagogaapresenca de lesdo (CP) e sem

manifestacao clinica (CN). A linha tracejada cqroggle ao ponto de corte de 50% de PPFP.

5.7.3. Padronizacao do isotipo IgG3

Os soros que apresentaram PPFP > 50% foram caadidepositivos. Como
para os demais isotipos, a reatividade do ensamtoeetria de fluxo, foi expressa a
partir das diluicbes testadas do conjugado IgG30(&: 1: 800) obtidas apds incubacéo
com os soros CP e CN nas diluicbes de 1:64 a 1;8i&2 condicdes previamente
padronizadas. A diluicdo do conjugado que melhseraninou os grupos avaliados foi

a diluicdo de 1:200, como descrito na Figura 20.
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Figura 20 - Gréfico de avaliacdo da aplicabilidade do isotipG3.
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Fonte: Elaborado pela autora. Avaliacdo da aplicabilidatte ensaio de citometria de fluxo na
identificacdo da diluicdo de 1:200 do isotipo Ig@3partir dos soros de individuos portadores de LTA
ativa (CP — controle positivo) e de individuos deaando endémica (CN- grupo controle negativo) nas
diluicbes 1:64 a 1:8192.

A andlise da curva de titulacdo do anticorpo Ig@B-farmaspromastigotas de
L.(V.) braziliensispresentes em soros dos pacientes controles, sgpr&®mo 0sS
valores de PPFP, sugerem que a diluicdo 1:256 €gidor (R) de reatividade que

corresponde ao primeiro titulo de reacao diferémeiae os individuos AT (Figura 21).
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Figura 21 - Curvas de titulacdo do isotipo IgG3 na sua diluitZ&D0.
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Fonte: Elaborado pela autora. Curvas de titulacao de @piis IgG3anti-formaspromastigotasldév.)
braziliensis presentes em soros dos pacientes classificadagoqaapresenca de lesdo (CP) e sem

manifestacdo clinica (CN). A linha tracejada cqgoggle ao ponto de corte de 50% de PPFP.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho propusemos o uso da citometriawk® ftomo uma ferramenta
alternativa para o diagnostico e também para érwitle cura da LTA através do uso
dos isotipos de imunoglobulinas (IgG1, 1gG2, 1gG3lg&4). Como descrito por
Pissinate et al., 2008, os isotipos de IgG, praloyente IgGl e IgG3, aumentam a
eficiéncia da técnica. Além disso, apos a caraeedio da populacdo de estudo fizemos
uma comparagdo do desempenho e acuricia da ci@medr fluxo com a
imunofluorescéncia indireta (IFl) e o ELISA, tessesoldgicos utilizados na rotina nos

centros de referéncia.

A citometria de fluxo se mostrou uma ferramentasnsansivel e especifica do
qgue a IFl, como pbde ser observado através dasarddis curvas ROC. A ASC da IFI
(ASC=0,8; 1Gsy= 0,78-0,99) diferiu daquele observado para o tdsteitometria de
fluxo (ASC=0,9; IGse= 0,75-0,99). Com isso, a acuracia para o test€ldei menor
em relacdo ao teste de citometria de fluxo, modtrague quando este teste for

validado, pode ser um candidato a rotina laboratde diagnostico.

A sensibilidade de IFI que foi encontrada nestbalteo foi semelhante a
resultados obtidos de outros estudos (ROME&Qal, 2005; REISet al, 2007;
SZARGIKI et al, 2009) e embora a sua sensibilidade tenha sidelbanie a da
citometria de fluxo, foi relatado que essa caragtiea da IFI para as formas cutaneas
delL. (V.) braziliensigpode apresentar variagdes de 50 a 80% (MARZOCHR19

Gontijo et al., 2002 reportaram uma reatividad@ i&% para IFl em individuos
sem manifestacdes clinicas para LTA e que eramemss de area ndo endémica para a
doenca. Dessa forma, atribuimos os resultados-fasitivos na citometria de fluxo a
possibilidade de reinfeccdo, ja que estes indiddesidem em areas endémicas e sao
imunologicamente sensibilizados (ROCHA al, 2006). Ainda assim, nao podemos
descartar a possibilidade de reacfes cruzadas gtosdripanosomatideos. Pereira et
al., 2012 demonstraram que técnicas que obtivertan especificidade precisaram
ajustar a sua metodologia para melhorar seus desdéimp como ferramentas de

confirmacédo diagndstica.

Em relacdo a comparacédo das curvas ROC da citanoeim o teste de ELISA,
foi verificado um melhor desempenho do primeirde&sn relacdo ao segundo, onde os
resultados foram ASC= 0,9; d&~= 0,75-0,99 para a citometria e ASC = 0,808g5E
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0,652-0,915 para o ELISA. A citometria de fluxo t@m se mostra superior a esta
técnica devido a outros fatores, como uma menailsiédade, especificidade e baixa
reprodutibilidade do ELISA em relacdo a citometddém disso, também existem
relatos de reagbes cruzadas com outros tripanogteua e que, assim como foi
observado no presente estudo, ha auséncia deagdiwekntre niveis de anticorpos
circulantes com a presenca de infeccdo ativa (PAS&Cal, 2000; SCHALLIG;
OSKAM, 2002; SAVANIet al, 2003).

No que diz respeito a padronizacao e a utilizagasatipo IgG1 por citometria
de fluxo, diante da regido de reatividade escojhidiapossivel observar através das
andlises da curva ROC, um valor da ASC = 0,931 tnarodo excelentes resultados de
especificidade e sensibilidade, onde seu interdal@onfianca foi 1g5~0,698-0,997.
Com relacéo a avaliacdo da aplicabilidade, fobvigie antes do tratamento, 36,8% dos
pacientes foram negativos; em pacientes um ano #pésmento, 82,3% foram
negativos; dois anos ap0s o tratamento, 27,2% epaogntes cinco anos apds o
tratamento, 87,5%. Esses resultados mostram qumangescessitando de um maior
namero de amostras, essa abordagem abre perspgmizao seu uso no diagnostico e

bem como no critério de cura da doenca.

Para a padronizacdo dos isotipos 1gG2 e 1gG3, fmisivel discriminar os
pacientes positivos dos negativos, as diluicbesotjugado para cada isotipo foram de
respectivamente 1:100 e 1:200 e as diluicdes dbdmosoros utilizados como controles
positivo e negativo foram 1:512 e 1:256. Devido iicddades com relacdo a
manutencdo das culturas He (V.) braziliensise ao fato da baixa quantidade sérica
destes isotipos (inferior ao isotipo IgG1) (SOUZRAal, 2005; ABBASet al, 2015),
nao foi possivel realizar a avaliagdo da aplicdade. Como anteriormente
mencionado, nao foi possivel realizar a padronzalgaisotipo IgG4, devido as baixas
guantidades séricas presentes e por nao termogramos forma difusa na regiao
Nordeste.

Teixeira-Carvalho et al., 2014 apresentaram semtdbavalores de ponto de
corte de PPFP comparados a este trabalho. Forbraddis promastigotas fixadas lde
(V.) braziliensis.O uso de parasitas fixados € um recurso viavel patacar uma
grande quantidade de antigeno, contribuindo paw@aagproducdo em larga escala (DE
OLIVEIRA et al, 2013). Além disso, o risco de infeccdo na maamipéb é reduzido,

reforcando o uso de preparacgdes fixadas como éenéamtigeno para testes sorologicos.
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Embora a maioria das metodologias que empregarnometiria de fluxo como
ferramenta diagnostica seja considerada cara eracal a outros métodos
convencionais, como ELISA e IFl, ha alguns anos tosuilaboratérios clinicos
investiram na aquisicdo de um citbmetro de fluxo gausa de seu uso frequente em
muitas sub-areas diferentes das ciéncias biologices saude (NAKAGEt al, 2005).

A expanséo do uso da citometria de fluxo ira aaiem um futuro préoximo, no uso de
novas metodologias em laboratdrios convencionaiggucionando uma troca maior de
informacdes entre os centros de pesquisa de ddsenento tecnoldgico e a rotina

laboratorial.

De maneira geral, a analise global dos resultadtidas sugere que a citometria
de fluxo aplica-se ao rastreamento da LTA comoepdatpesquisa em pacientes e que a
utilizacdo do isotipo IgG1 tem grandes possibilelagara contribuir como um método
mais especifico do que os convencionais. Aindane@essarios mais estudos no que diz
respeito aos isotipos 1gG2 e IgG3, devem ser @ddiz experimentos com um maior
namero de amostras, porém, como ja foi visto, éssa tem grandes perspectivas na
deteccao e caracterizacdo da doenca nos paci&esZA et al, 2005; TEIXEIRA-
CARVALHO et al, 2015).

Devido a limitagBes, como a quantidade de soros cotras formas clinicas
como a forma disseminada e difusa, ndo foi posgiaeironizar o isotipo IgG4 e
realizar a avaliacao da aplicabilidade dos isotip@&?2 e IgG3 na deteccéo de pacientes
com doenca ativa e curados apos tratamento. Pogedgdos obtidos abrem portas para

a utilizacdo desta metodologia como uma alternativeiagndstico convencional.

Em um estudo anterior de nosso grupo de pesquisariigo ja foi publicado
mostrando a comparacao entre Citomedri&l, comprovando o melhor desempenho e
acuracia da citometria (DE OLIVEIRAt al, 2013), corroborando com os resultados

obtidos no presente trabalho.

Sendo assim, podemos afirmar que a citometria d&o fltem grandes
possibilidades de se tornar uma técnica alterng@wva o diagnostico da doenca quando
validada, e que também, tem grandes chances pass ebmo critério de cura
laboratorial da LTA.
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7 CONCLUSOES

- A citometria de fluxo aplica-se ao diagndstico dBAL uma vez que apresentou

resultados positivos na presenca da doenca;

- Através das analises das curvas ROC, verificarnesaccitometria foi superior aos

dois testes soroldgicos utilizados na rotina lafooia para LTA,

- Possibilidade de utilizar a metodologia como dotéle cura, uma vez que foi
possivel, através do ponto de corte empregaddnglist pacientes com doenga

ativa dos curados;

- Sao necessarios mais estudos com os isotipos IgG3, e 1gG4 de forma que

possam ser avaliadas suas aplicabilidades;

- Podemos afirmar, com os dados obtidos até o momguéoo isotipo IgG1l também
pode ser aplicado ao diagnéstico da LTA, uma vez spiapresentou positivo em

pacientes com a forma ativa;

- O presente trabalho pdde contribuir para uma nwomppreensao da LTA em seus
aspectos imunologicos e relacionados ao diagn¢stazendo a citometria de fluxo

como uma técnica possivel de ser empregada na taboratorial.
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8 PERSPECTIVAS

- Aumentar o niumero de amostras para validar o erdaicitometria de fluxo na
pesquisa de anticorpos IgG e IgG1 anti-formas pstigatas dd_eishmania (Viannia)

braziliensis
- Padronizar o isotipo IgG4 e avaliar a aplicabidid dos isotipos 1gG2 e IgG3;

- Verificar a presenca de reacdes cruzadas nocedsaiitometria de fluxo em pacientes
com doencas que se assemelham clinicamente a laighse Tegumentar Americana e

a doencas provocadas por protozoarios da mesmeafauné al_eishmaniaspp.



64

REFERENCIAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia celular e molecular
Elsevier Brasil, 2015. ISBN 853528320X.

ALMEIDA, A. F. C., M.C.A.B; OLIVEIRA, A.P.; SOUZAM.A.; PEREIRA, V.R.A.
Immunophenotypic characterization of patients wtherican cutaneous leishmaniasis
prior to and after treatment in Pernambuco, Brazil

Journal of Venomous Animals and Toxins including Topical Diseasesy. 17, n. 2,
p. 230-234, 2011.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and glbestimates of its incidencPloS
one,v.7,n.5, p. e35671, 2012.

ALVES, W. A. B., P. D. Reflexdes sobre a qualidddediagndstico da leishmaniose

visceral canina em inquéritos epidemioldgicos: sbada epidemia de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, 1993-199Cadernos de Saude Publica;. 20, n. 1, p. 259-265,
Jan/Fev 2004.

AMATO, V. S. D., M.l.; NICODEMO, A.C.; DE CARVALHQL.V.; PAGLIARI, C;
DA MATTA V.L.; DE OLIVEIRA L.S.; DE CASTRO, S.M.; UP, D.E.; AMATO,
J.G.; AMATO NETO, V. An evaluation of clinical, sdogic, anatomopathologic and
immunohistochemical findings for fifteen patientshnmucosal leishmaniasis before
and after treatmenRevista do Instituto de Medicina Tropical,v. 40, n. 1, p. 23-30,
Jan/Fev 1998.

AMEEN, M. Cutaneous leishmaniasis: advances inadis@athogenesis, diagnostics
and therapeutic€linical and experimental dermatology,v. 35, n. 7, p. 699-705,
2010.

ANDRADE, M. S. B., M.E.F.; SILVAI, S.T.; LIMA, B.S. ALMEIDA, E.L.;
ALBUQUERQUE, E.L.; MARINHO-JUNIOR, J.F.; ISHIKAWAE.; CUPOLILLO,

E.: BRANDAO-FILHO, S.P. Leishmaniose tegumentar Eoaa causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis, em area de &mgiento militar na Zona da Mata de
PernambucdRevista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropidav. 38, n. 3, p.
229-233, 2005.

BACELLAR, O. L., H.; SCHRIEFER, A.; MACHADO, P.; BEIRO-DE-JESUS, A.;
DUTRA, W.O.; GOLLOB, K.J.; CARVALHO E.M. Up-regulain of Thl-type
responses in mucosal leishmaniasis patiémtsction and Immunity, v. 70, n. 12, p.
6734-6740, Dez 2002.



65

BASANO, S. A. C., L.M.A. Leishmaniose tegumentaresiwana: histoérico,
epidemiologia e perspectivas de contr8evista Brasileira de Epidemiologiay. 7, p.
328-337, 2004.

BELKAID, Y. Regulatory T cells and infection: a dgerous necessitiNature
Reviews,v. 7, p. 875-888, 2007.

BENSOUSSAN, E. N., A.; JONAS, F.; SCHNUR, L.F.; JAE C.L. Comparison of
PCR assays for diagnosis of cutaneous leishmaniasisnal of Clinical
Microbiology, v. 44, n. 4, p. 1435-1439, Abr 2006.

BITTENCOURT, A. C. S., A.; ANDRADE, Z.A. Pesquisa dnticorpos circulantes
pelo método de imunofluorescéncia na leishmanegenentarRevista do Instituto
de Medicina Tropical,v. 10, p. 247-252, 1968.

BOMFIM, G. et al. Cellular analysis of cutaneoeshmaniasis lymphadenopathy:
insights into the early phases of human diseBse. American journal of tropical
medicine and hygieney. 77, n. 5, p. 854-859, 2007.

BRANDAO-FILHO, S. P. et al. Epidemiological sungegonfirm an increasing burden
of cutaneous leishmaniasis in north-east Brazdnsactions of The Royal Medicine
Hygiene,v. 93, p. 488-494, 1999.

BRANDAO-FILHO, S. P. et al. American cutaneoushenaniasis in Pernambuco,
Brazil: eco-epidemiological aspects in 'Zona daaletgion Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz,v. 89, p. 445-449, 1994.

BRASIL. Manual de vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Anricana 2.ed 2007

BRELAZ-DE-CASTRO, M. C. D. A., A.F.; DE OLIVEIRA, A°.; DE ASSIS-SOUZA,
M.; DA ROCHA, L.F.; PEREIRA, V.R.A. Cellular immunesponse evaluation of
cutaneous leishmaniasis patients cells stimulatddleishmania (Viannia) braziliensis
antigenic fractions before and after clinical ci@ellular Immunology, v. 279, n. 2, p.
180-186, 2012.

BRITO, M. et al. Dynamics of the antibody respoimspatients with therapeutic or
spontaneous cure of American cutaneous leishmanfaansactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygieney. 95, n. 2, p. 203-206, 2001.

BRITO, M. E. F. et al. Species diversity of Leigdmma (Viannia) parasites circulating
in an endemic area for cutaneous leishmaniasisddda the Atlantic rainforest region
of northeastern Brazilropical Medicine & International Health, v. 14, n. 10, p.
1278-1286, 2009.



66

BRITO, M. E. F. et al. Human cutaneous leishmasidse to a new enzymatic variant
of Leishmania (Viannia) braziliensis occurring ierRambuco, BraziMemarias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 88, n. 4, p. 633-634, 1993.

BRITO, M. E. F. et al. Identification of PotentiaDiagnosticLeishmania braziliensis
Antigens in Human Cutaneous Leishmaniasis by Imralomt@nalysis.Clinical and
diagnostic laboratory immunology,v. 7, n. 2, p. 318-321, 2000.

CELESTE, B. et al. Leishmania infantum heat sharckein 83 for the serodiagnosis of
tegumentary leishmaniasBrazilian Journal of Medical and Biological Researf, v.
37,n.11, p. 1591-1593, 2004.

COFFMAN, R. L.; CARTY, J. AT cell activity that eahces polyclonal IgE production
and its inhibition by interferon-gammaéhe Journal of Immunology, v. 136, n. 3, p.
949-954, 1986.

CROFT, S. L.; COOMBS, G. H. Leishmaniasis—currdr@motherapy and recent
advances in the search for novel drugends in parasitology,v. 19, n. 11, p. 502-
508, 2003.

CROFT, S. L.; SUNDAR, S.; FAIRLAMB, A. H. Drug retsance in leishmaniasis.
Clinical microbiology reviews,v. 19, n. 1, p. 111-126, 2006.

CUNNINGHAM, A. C. Parasitic adaptive mechanismsnifection by Leishmania.
Experimental and molecular pathologyyv. 72, n. 2, p. 132-141, 2002.

DE ASSIS SOUZA, M. et al. Cytokines and NO in Aman tegumentary
leishmaniasis patients: profiles in active disea$ier therapy and in self-healed
individuals.Microbial pathogenesis,v. 57, p. 27-32, 2013.

DE MOURA, T. R. et al. Toward a novel experimemtelddel of infection to study
American cutaneous leishmaniasis caused by LeisianbaaziliensisInfection and
immunity, v. 73, n. 9, p. 5827-5834, 2005.

DE OLIVEIRA, A. P. et al. Comparison of flow cytainy and indirect
immunofluorescence assay in the diagnosis andaritegion after therapy of American
tegumentary leishmaniasis by anti-live Leishmakiiarinia) braziliensis
immunoglobulin GJ Immunol Methods, v. 387, n. 1-2, p. 245-53, Jan 31 2013.

DE PAIVA-CAVALCANTI, M. et al. Leishmaniases diagsis: an update on the use
of immunological and molecular toolSell & biosciencev. 5, n. 1, p. 1, 2015.



67

DESJEUX, P. Leishmaniasis: current situation ang perspectivesComparative
immunology, microbiology and infectious diseases, 27, n. 5, p. 305-318, 2004.

ELMAHALLAWY, E. K. et al. Diagnosis of leishmaniess The Journal of Infection
in Developing Countries,v. 8, n. 08, p. 961-972, 2014.

FAGUNDESSILVA, G. et al. Decrease in afiteishmania IgG3 and IgG1 after
cutaneous leishmaniasis lesion healing is cormrehaith the time of clinical cure.
Parasite immunology,v. 34, n. 10, p. 486-491, 2012.

FALDYNA, M. et al. Lymphocyte subsets in periphdsbood of dogs—a flow
cytometric studyVeterinary Immunology and Immunopathology,v. 82, n. 1, p. 23-
37, 2001.

FUNASA. Manual de controle da leishmaniose tegumentar amexana Ministério
da Saude, 2000.

GASCAN, H. et al. Human B cell clones can be iretlto proliferate and to switch to
IgE and 1gG4 synthesis by interleukin 4 and a dignavided by activated CD4+ T cell
clones.The Journal of experimental mediciney. 173, n. 3, p. 747-750, 1991.

GENARO, O.; NEVES, D. Leishmaniose tegumentar ataea.NEVES, DP
Parasitologia Humana,v. 10, p. 36-53, 1998.

GOMES, C. M. et al. Complementary exams in thg@mlisis of American tegumentary
leishmaniasisAnais brasileiros de dermatologiay. 89, n. 5, p. 701-709, 2014.

GOMES, M. L. et al. Chagas' disease diagnosispeawative analysis of parasitologic,
molecular, and serologic method$ie American journal of tropical medicine and
hygiene,v. 60, n. 2, p. 205-210, 1999.

GONCALVES, C. C. M. et al. Evaluation of antigdn®m various Leishmania species
in a Western blot for diagnosis of American tegutagnleishmaniasisthe American
journal of tropical medicine and hygieneyv. 66, n. 1, p. 91-102, 2002.

GONTWO, B.; CARVALHO, M. D. L. Leishmaniose teguntar americanagkev Soc
Bras Med Trop, v. 36, n. 1, p. 71-80, 2003.

GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L. Current diagnosis areatment of cutaneous and
mucocutaneous leishmaniadixpert review of anti-infective therapy,v. 8, n. 4, p.
419-433, 2010.



68

GRIMALDI, G.; TESH, R. Leishmaniases of the New \Idocurrent concepts and
implications for future researc@linical microbiology reviews,v. 6, n. 3, p. 230-250,
1993.

GUARIN, N. et al. Comparative immunohistologicabdysis of the Montenegro skin
test reaction in asymptomatic infection and in a@rnd chronic cutaneous
leishmaniasisBiomedica,v. 26, p. 38-48, 2006.

GURUNG, P.; KANNEGANTI, T. D. Innate immunity againLeishmania infections.
Cellular Microbiology, v. 17, n. 9, p. 1286-1294, 2015.

HUSSAIN, R.; KIFAYET, A.; CHIANG, T. J. Immunoglotim G1 (IgG1) and 1gG3
antibodies are markers of progressive diseasemdg.Infection and immunity, v.
63, n. 2, p. 410-415, 1995.

JANI, I. V. et al. Multiplexed immunoassays byil@ytometry for diagnosis and
surveillance of infectious diseases in resourcea-getiings.The Lancet infectious
diseasesy. 2, n. 4, p. 243-250, 2002.

KAR, K. Serodiagnosis of leishmaniasizitical reviews in microbiology, v. 21, n. 2,
p. 123-152, 1995.

KAWANO, Y.; NOMA, T.; YATA, J. Regulation of humalyG subclass production by
cytokines. IFN-gamma and IL-6 act antagonisticadlyhe induction of human 1gG1 but
additively in the induction of IgGZ'he Journal of Immunology,v. 153, n. 11, p.
4948-4958, 1994.

KEDZIERSKI, L. Leishmaniasis vaccine: where aretagay?Journal of global
infectious diseasesy. 2, n. 2, p. 177, 2010.

KEDZIERSKI, L. Leishmaniasiddum Vaccin, v. 7, n. 11, p. 1204-14, Nov 2011.

KEDZIERSKI, L.; EVANS, K. J. Immune responses dgrecutaneous and visceral
leishmaniasisParasitology,v. 141, n. 12, p. 1544-1562, 2014.

KITANI, A.; STROBER, W. Regulation of C gamma sudss$ germ-line transcripts in
human peripheral blood B cellBhe Journal of Immunology,v. 151, n. 7, p. 3478-
3488, 1993.



69

KURNIAWAN, A. et al. Differential expression of jand 1gG4 specific antibody
responses in asymptomatic and chronic human fistiahe Journal of Immunology,
v. 150, n. 9, p. 3941-3950, 1993.

LAINSON, R.; SHAW, J. J. New world leishmaniasiapley and Wilson's
microbiology and microbial infections, 2005.

LIMA, H. C.; DEKREY, G. K.; TITUS, R. G. Resolutioof an infection with
Leishmania braziliensis confers complete protectia subsequent challenge with
Leishmania major in BALB/c micéMemorias do Instituto Oswaldo Cruz,v. 94, n. 1,
1999.

LIRA, R. Diagnostico da Leishmaniose Visceral Caniivaliacdo do Desempenho
dos Kits EIE-leishmaniose-visceral-canina-Bio-Mainhos e IFI-leishmaniose-
visceral-canina-Bio-ManguinhoBundacao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes, Departamento de Saude Coletiv2005.

LUND, F. E. Cytokine-producing B lymphocytes—keguators of immunity.
Current opinion in immunology, v. 20, n. 3, p. 332-338, 2008.

MACHADO, P. E.Comparacédo dos metodos parasitolégico, imunolégie
molecular na detec¢éo de Leishmaniose Tegumentar Agmcana no estado de
Santa Catarina 2004. Dissertacao de Mestrado, UniversidaderBede Santa
Catarina, Florianépolis, Brasil.

MARTINS-FILHO, O. A. et al. Flow cytometry, a neapproach to detect anti-live
trypomastigote antibodies and monitor the efficatgpecific treatment in human
Chagas' diseas€linical and diagnostic laboratory immunology,v. 2, n. 5, p. 569-
573, 1995.

MARTINS, L.; ALEXANDRINO, A.; GUIMARAES, G. Detectin of Leishmania
braziliensis DNA in American tegumentary leishmaiggatientsRevista de Saude
Publica,v. 44, n. 3, p. 571-574, 2010.

MARZOCHI, M. C. D. A. Curso-Doencas infecto-parasis: leishmanioses no Brasil:
as leishmanioses tegumentartkdras. Med,v. 63, n. 5/6, p. 82-104, 1992.

MAZUMDER, S. et al. Potency, efficacy and duralilbf DNA/DNA, DNA/protein
and protein/protein based vaccination using gp@ésnag Leishmania donovani in
BALB/c mice.PloS oney. 6, n. 2, p. e14644, 2011.



70

MENDONCA, M. G. et al. Persistence of Leishmaraagsites in scars after clinical
cure of american cutaneous leishmaniasis: is theterile cure3dournal of Infectious
Diseasesy. 189, n. 6, p. 1018-1023, 2004.

MUTISO, J. M. et al. Development of Leishmaniaaiaes: predicting the future from
past and present experienddiomed Resy. 27, n. 2, p. 85-102, 2013.

NAKAGE, A. P. M. et al. Flow cytometry methodolognd application in the
veterinary hematologyCiéncia Rural, v. 35, n. 4, p. 966-973, 2005.

NEGRAO, G. N.; FERREIRA, M. E. M. C. Considerac&ebre a leishmaniose
tegumentar americana e sua expansao no territ@sildiro.Revista Percursoy. 6, n.
1, p. 147-168, 2014.

NEVES, D. PParasitologia humana Atheneu, 2002. ISBN 8573792434.

O'NEIL, C.; LABRADA, M.; SARAVIA, N. Leishmania (Vannia) panamensis-specific
IgE and IgA antibodies in relation to expressiomoman tegumentary leishmaniasis.
The American journal of tropical medicine and hygiee,v. 49, n. 2, p. 181-188,
1993.

OLIANI, J. Estudo quimico e avaliacdo das atividades antiprozoaria e
antimicobacteriana in vitro dos alcal6ides isoquinlnicos e do Gleo volatil de
Annona crassiflora Mart. (Annonaceae)2012. Dissertacéo de Mestrado,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo.

OMS. Control of the Leishmaniases: Report of a WHO ExperCommittee. World
Health Organization, 1990. ISBN 9241207930.

. Control of the leishmaniases: report ofegting of the WHO Expert
Commitee on the Control of Leishmaniases, Gene&&March 2010. 2010.

. Leishmaniasis Fact sheet N 3¥6rld Health Organization, Geneva,
Switzerland. http://www. who. int/mediacentre/factheets/fs375/en 2013.

OUAAZ, F. et al. Role of IgE immune complexeshe regulation of HIV-1

replication and increased cell death of infectedniihocytes: involvement of CD23/Fc
epsilon RIl-mediated nitric oxide and cyclic AMPtipaays.Molecular Medicine, v. 2,
n. 1, p. 38, 1996.

OZBILGE, H. et al. IgG and IgG subclass antibodirepatients with active cutaneous
leishmaniasisJournal of medical microbiology,v. 55, n. 10, p. 1329-1331, 2006.



71

PALMA, G. |.; SARAVIA, N. G. In situ characterizatn of the human host response to
Leishmania panamensiBhe American journal of dermatopathology,v. 19, n. 6, p.
585-590, 1997.

PASSOS, V. et al. American cutaneous leishmaniases of a skin test as a predictor
of relapse after treatmergulletin of the World Health Organization, v. 78, n. 8, p.
968-974, 2000.

PEDRAS, M. J. et al. Antibody subclass profileiagaleishmania braziliensis and
Leishmania amazonensis in the diagnosis and follpwaf mucosal leishmaniasis.
Diagnostic microbiology and infectious disease, 47, n. 3, p. 477-485, 2003.

PEREIRA, V. R. et al. Evaluation of anti-lived aauti-fixed Leishmania (Viannia)
braziliensis promastigote IgG antibodies detectetldw cytometry for diagnosis and
post-therapeutic cure assessment in localized eatanleishmaniasi®iagn Microbiol
Infect Dis, v. 74, n. 3, p. 292-8, Nov 2012.

PERLMANN, P. et al. Immunoglobulin E, a pathogefaictor in Plasmodium
falciparum malarialnfection and immunity, v. 65, n. 1, p. 116-121, 1997.

PINHEIRO, R.; AMERICANA, L. T.mecanismos imunoldgicos, tratamento e
profilaxia: Infarma 2004.

PINHEIRO, R. O. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA:
MECANISMOS IMUNOLOGICOS, TRATAMENTO E PROFILAXIAInfarma-
Ciéncias Farmacéuticasy. 16, n. 7/8, p. 79-82, 2013.

PISSINATE, J. F. et al. Upgrading the flow-cytoneanalysis of anti-Leishmania
immunoglobulins for the diagnosis of American tegumary leishmaniasigournal of
immunological methods,v. 336, n. 2, p. 193-202, 2008.

POURMOHAMMADI, B. et al. Comparison of three mettsofor diagnosis of
cutaneous leishmaniaslgsanian journal of parasitology, v. 5, n. 4, p. 1, 2010.

REIS, L. et al. Mecanismos imunolégicos na respostular e humoral na
leishmaniose tegumentar americaRavista de Patologia Tropicaly. 35, n. 2, p. 103-
116, 2007.

REIS, L. C. et al. Cellular immune response peoifil patients with American
tegumentary leishmaniasis prior and post chemaplydraatmentJournal of clinical
laboratory analysis,v. 23, n. 1, p. 63-69, 2009.



72

REIS, L. D. C.Caracterizacao da resposta imune celular em portades de
leishmaniose tegumentar americana antes e apos taamento quimioterapica 2007.
Dissertacao de Mestrado, Fundagédo Oswaldo Cruz

REITHINGER, R. et al. Cutaneous leishmaniatise Lancet infectious diseasey,
7,n.9, p. 581-596, 2007.

ROCHA, R. et al. Clinical value of aritve Leishmania (Viannia) braziliensis
immunoglobulin G subclasses, detected by flow cwioym for diagnosing active
localized cutaneous leishmaniadisopical Medicine & International Health, v. 11,
n. 2, p. 156-166, 2006.

ROCHA, R. D. R. et al. Anticorpos antipromastigot@vas de Leishmania (Viannia)
braziliensis, detectados pela citometria de flypara identificacdo da infeccdo ativa na
leishmaniose tegumentar americaRavista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 35, n. 6, p. 551-562, 2002.

RODRIGUES, E. H. Gvalidacao de abordagens moleculares para o diagnast da
leishmaniose tegumentar americana em Pernambuc@000. Dissertacao de
Mestrado, Fundacé&o Oswaldo Cruz

RODRIGUES, E. H. G. et al. Evaluation of PCR faghosis of American cutaneous
leishmaniasis in an area of endemicity in nortrexrasBrazil.Journal of Clinical
Microbiology, v. 40, n. 10, p. 3572-3576, 2002.

RODRIGUEZ-GONZALEZ, |. et al. Identification anddzhemical characterization of
Leishmania strains isolated in Peru, Mexico, andiigfExperimental parasitology,v.
112, n. 1, p. 44-51, 2006.

RODRIGUEZ-PINTO, D.; SARAVIA, N. G.; MCMAHON-PRATTD. CD4 T cell
activation by B cells in human Leishmania (Viannrdgction.BMC infectious
diseasesy. 14, n. 1, p. 1, 2014.

RODRIGUEZ, V.; CENTENO, M.; ULRICH, M. The IgG isgtes of specific
antibodies in patients with American cutaneoudhl®ianiasis; relationship to the
cell-mediated immune respongtarasite immunology,v. 18, n. 7, p. 341-345, 1996.

ROMERO, G. A. S. et al. Antibody response in pasewith cutaneous leishmaniasis
infected by Leishmania (Viannia) braziliensis ordbenania (Viannia) guyanensis in
Brazil. Acta tropica, v. 93, n. 1, p. 49-56, 2005.



73

RONET, C. et al. Regulatory B cells shape the greent of Th2 immune responses
in BALB/c mice infected with Leishmania major thghulL-10 productionThe
journal of immunology, v. 184, n. 2, p. 886-894, 2010.

ROSSI-BERGMANN, B.; MULLER, |.; GODINHO, E. TH1 anbfH2 T-cell subsets
are differentially activated by macrophages an&Bsan murine leishmaniasis.
Infection and immunity, v. 61, n. 5, p. 2266-2269, 1993.

ROUQUAYROL, M.; ALMEIDA FILHO, N. Elementos de meatdologia para pesquisa
epidemiolégicaEpidemiologia e saudey. 5, p. 141-147, 2003.

SAKAGUCHI, S. Regulatory T cells: mediating compiiees between host and
parasiteNature immunology,v. 4, n. 1, p. 10-11, 2003.

SANCHEZ-SAMPEDRO, L. et al. High quality long-tet@D4+ and CD8+ effector
memory populations stimulated by DNA-LACK/MVA-LACkKegimen in Leishmania
major BALB/c model of infectionPloS oney. 7, n. 6, p. e38859, 2012.

SAVANI E. S. M. M. et al. Vigilancia de leishmansie visceral americana em cées de
area ndo endémica, Sao Patlevista de Saude Publicay. 37, n. 2, p. 260-262,
2003.

SCHALLIG, H. D.; OSKAM, L. Review: molecular biologal applications in the
diagnosis and control of leishmaniasis and para$#etification.Tropical Medicine &
International Health, v. 7, n. 8, p. 641-651, 2002.

SCHUBACH, A. et al. Detection of Leishmania DNA pglymerase chain reaction in
scars of treated human patierdsurnal of Infectious Diseasesy. 178, n. 3, p. 911-
914, 1998.

SCOTT, P. et al. Immunoregulation of cutaneoushi@ianiasis. T cell lines that
transfer protective immunity or exacerbation beltmdifferent T helper subsets and
respond to distinct parasite antigefike Journal of experimental mediciney. 168, n.
5, p. 1675-1684, 1988.

SINGH, B. Molecular methods for diagnosis and epiaidogical studies of parasitic
infections.International journal for parasitology, v. 27, n. 10, p. 1135-1145, 1997.

SKEIKY, Y. et al. Association of Leishmania hehbsk protein 83 antigen and
immunoglobulin G4 antibody titers in Brazilian gatts with diffuse cutaneous
leishmaniasisinfection and immunity, v. 65, n. 12, p. 5368-5370, 1997.



74

SOUSA, S. et al. Development of a fluorescent hasenunosensor for the
serodiagnosis of canine leishmaniasis combiningumemagnetic separation and flow
cytometry.PLoS Negl Trop Dis,v. 7, n. 8, p. e2371, 2013.

SOUZA, M. A. D. et al. Perfil de isotipos de imuhabulinas e subclasses de IgG na
leishmaniose tegumentar americaRay. Soc. Bras. Med. Tropy. 38, n. 2, p. 137-41,
2005.

STAVNEZER, J.; KANG, J. The surprising discoverati GH specifically induces
the IgA class switchThe Journal of Immunology,v. 182, n. 1, p. 5-7, 2009.

SZARGIKI, R. et al. Comparison of serological gatasitological methods for
cutaneous leishmaniasis diagnosis in the statamfd, BrazilBrazilian Journal of
Infectious Diseasesy. 13, n. 1, p. 47-52, 2009.

TAVARES, C. A. P.; FERNANDES, A. P.; MELO, M. N. Necular diagnosis of
leishmaniasisExpert review of molecular diagnosticsy. 3, n. 5, p. 657-667, 2003.

TEIXEIRA-CARVALHO, A. et al. FC-TRIPLEX Chagas/Lsh 1gG1: A Multiplexed
Flow Cytometry Method for Differential Serologidalagnosis of Chagas Disease and
LeishmaniasisPloS oney. 10, n. 4, p. e0122938, 2015.

THOMAS, B. N.; BUXBAUM, L. U. FgRIII mediates immunoglobulin G-induced
interleukin-10 and is required for chronic Leishi@amexicana lesionsnfection and
immunity, v. 76, n. 2, p. 623-631, 2008.

TIUMAN, T. S. et al. Recent advances in leishmaisisreatmentinternational
Journal of Infectious Diseasesy. 15, n. 8, p. €525-e532, 2011.

TRUJILLO, C. et al. The humoral immune responsth&kinetoplastid membrane
protein-11 in patients with American leishmaniasisl Chagas disease: prevalence of
IgG subclasses and mapping of epitopesnunology letters,v. 70, n. 3, p. 203-209,
2000.

ULRICH, M. et al. Differing antibody IgG isotypé&s the polar forms of leprosy and
cutaneous leishmaniasis characterized by antigecspT cell anergyClinical and
experimental immunology,v. 100, n. 1, p. 54, 1995.

VEGA-LOPEZ, F. Diagnosis of cutaneous leishmaniasisrent opinion in
infectious diseasesy. 16, n. 2, p. 97-101, 2003.



75

VEXENAT, A. D. C.; SANTANA, J. M.; TEIXEIRA, A. RCross-reactivity of
antibodies in human infections by the kinetoplaptiotozoa Trypanosoma cruzi,
Leishmania chagasi and Leishmania (Viannia) biexzsiis Revista do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Pauloy. 38, n. 3, p. 177-185, 1996.

WANASEN, N.; XIN, L.; SOONG, L. Pathogenic role Bfcells and antibodies in
murine Leishmania amazonensis infectilomernational journal for parasitology, v.
38, n. 3, p. 417-429, 2008.

WEIGLE, K. A. et al. PCR-based diagnosis of aartd chronic cutaneous
leishmaniasis caused by Leishmania (Vianrlalurnal of clinical microbiology, v.
40, n. 2, p. 601-606, 2002.



76

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

(PACIENTES)

Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude
Centro de PesquisasAGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente (Ane xo 1)
Projeto: “Caracterizacé@o da resposta imune humorakm portadores de Leishmaniose Tegumentar Americana
ativa e apés cura clinica”.

BU, e e reaas , condo em participar voluntariamente neste
projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo prindip#o referido projeto é a investigacdo da defesa do
organismo dos pacientes com leishmaniose tegumatita;, e apds a cura clinica espontanea ou aptasrtento
quimioterapico.

Como fago parte do grupo de pacientes, serei sutbon@tcoleta de 10 ml de sangue venoso antes e d6 ml
sangue venoso apos a cura clinica espontanea @utegi@mento quimioterapico e a exames que induird
intradermoreacdo de Montenegro, pesquisa diretajgduu aspirativa, bidépsia da borda da lesdo ativa,
imunofluorescéncia indireta e PCR. Todas as inforemg os detalhes dos exames que serdo realizadms se
previamente esclarecidos para mim. Além disso, éamfui informado que receberei os resultados dessawes.
Todo procedimento serd realizado com material iestéscartavel e por profissionais de salde dentestda
capacidade para executar os procedimentos. Fuimafio que a coleta de sangue é um método invgsivasso
pode causar desconforto no local, na hora da pieaglée ndo devo friccionar (movimento com for¢ddaal para
nao haver formagdo de hematoma, ou seja, pequerchaneoxa. O esquema terapéutico com Glucantimex®@ddio
utilizado para o tratamento) serd composto porsidee20 mg/Kg/dia através de inje¢des intramusesilam ciclos
de vinte a trinta dias, sendo realizado no postesailgle do municipio de Moreno por funcionarios ifjoatios
(médicos, enfermeiros ou auxiliares de enfermagémi.informado que esse remédio (Glucantime®) éasm
utilizado, promove cura da doenca e pode ter efeittaterais como nauseas e indisposi¢ao (moleaajnformado
que se ocorrer qualquer alteragdo em meu organideverei procurar o médico do posto de saude.Eaballo
trara grande beneficio, pois indicard se composetitesistema de defesa do organismo poderdo sgasusamo
marcadores da resposta terapéutica e se outrdascélu sistema de defesa do organismo participaevakcao
clinica de pacientes com leishmaniose tegumentarieama em Pernambuco. Antes de minha participagio
referido projeto, fui incentivado a pedir esclaneento adicional que julgasse necessario, esclargoid um
participante do projeto. Estou ciente que podereiisar ou retirar meu consentimento, em qualquenento da
investigagdo, sem qualquer puni¢do ou prejuizoodad a Fundagcdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a
utilizacdo das informacdes obtidas através dodteems dos procedimentos em reunifes, congresstsntps e
publicacBes cientificas preservando, neste casoinha identidade. Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ
poderéa estocar amostra bioldgica para posteristasg@s. Fui informado que para usar a amostragditddstocada,
um pesquisador do projeto entrard em contato comigo

Estou ciente que este documento é feito em duasfiGando uma em minha posse e a outra com aedoip
projeto e que todas e quaisquer dividas que euaveribr sobre o significado dos termos empregadgeesente
texto me serdo completamente esclarecidos por srmédmbros do projeto antes que eu assine estesisapre

Assinatura do paciente tala

Endereco do sujeito da pesquisa:

Assinatura do médico responsavel - CPgAM/FIOCRUZ
data
Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo AlvesifaeiTelefone para contato: 81 21012500

Departamento de Imunologia, Centro de PesquisagAdtpgalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, ReeiPE, BrasilTel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz.
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO
(15-18 ANOS)

Q Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de PesquisasAGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente menor (15 a 18 anos) (Anexo
2)

Projeto: “Caracterizacéo da resposta imune humorakm portadores de Leishmaniose Tegumentar Americana
ativa e apés cura clinica”.

BU, e e eeas , condo que meu filho
.................................................................................... participe lwotariamente neste projeto que sera
desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu MagaltldeBundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Fui
informado que o objetivo principal do referido @t € a investigacdo da defesa do organismo ddsnpes com
leishmaniose tegumentar ativa, e apés a cura ale@spontanea ou apds tratamento quimioterapico. @oendfilho
(a) faz parte do grupo de pacientes, sera submatictleta de 10 ml de sangue venoso antes e 1@ rsangue
venoso apds a cura clinica espontdnea ou apésnmémt@ quimioterapico e a exames que incluirdo a
intradermoreacdo de Montenegro, pesquisa diretajgdmu aspirativa, bidépsia da borda da lesdo ativa,
imunofluorescéncia indireta e PCR. Todas as inforemgd os detalhes dos exames que serdo realizados se
previamente esclarecidos para mim que sou respeingélo menor. Além disso, também fui informado goeo
responsavel pelo menor receberei os resultadogsiesmames. Todo procedimento sera realizado coreriela
estéril descartavel e por profissionais de saudeedenhecida capacidade para executar os procewisnefui
informado como responsavel pelo menor que a caletdangue é um método invasivo, por isso pode rcausa
desconforto no local, na hora da picada e que&edave friccionar o local para ndo haver formalgibematoma,
ou seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéatit@Glucantime® (remédio utilizado para o tratatogsera
composto por doses de 20 mg/Kg/dia através dedegeqntramusculares em ciclos de vinte a trints, dsando
realizado no posto de saude do municipio de Morgmo funciondrios qualificados (médicos, enfermeioas
auxiliares de enfermagem). Fui informado que essgédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promoveacda
doencga e pode ter efeitos colaterais como nauseadisposicdo (moleza). Fui informado como respeelsgelo
menor que se ocorrer qualquer alteragdo no orgami&nmmenor que sou responsavel, deverei procunadico do
posto de salde. Esse trabalho trara grande bengfais indicara se componentes do sistema dealdfesrganismo
poderdo ser usadas como marcadores da respogt@utiza e se outras células do sistema de defesegdaismo
participam na evolucao clinica de pacientes coshieaniose tegumentar americana em Pernambuco. Aates
participacdo do menor que sou responsavel no def@rojeto, fui incentivado a pedir esclarecimeaddcional que
julgasse necessario, esclarecida por um parti@pdmprojeto. Estou ciente que o menor que sownsspel podera
recusar ou retirar o consentimento, em qualquer entonda investigacdo, sem qualquer punigdo ouipeejComo
responséavel pelo menor, autorizo a Fundacdo Osw@lda (CPgAM/FIOCRUZ) a utilizagdo das informacdes
obtidas através dos resultados dos procedimentogeemdes, congressos, patentes e publicacdesificast
preservando, neste caso, a identidade do men@ogueesponsavel. Como responsavel pelo menor, tarabtarizo
que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra bioldgara posteriores estudos. Como responsavel pelormen
fui informado que para usar a amostra biolégicacesta, um pesquisador do projeto entrara em contatugo.
Como responsavel pelo menor, estou ciente que estenénto € feito em duas vias, ficando uma em nposae e
a outra com a equipe do projeto e que todas equeiglividas que eu venha a ter como responsakehpor
sobre o significado dos termos empregados no peederto me serdo completamente esclarecidos podasn
membros do projeto antes que eu assine este impress

Assinatura do responsavel pelo menor data

Endereco do sujeito da
esquisa:

Assinatura do médico responsavel — CPqAM/FIOCRUZ data
Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo Alvesif@eilelefone para contato: 81 21012500

Departamento de Imunologia, Centro de PesquisagAdbpgalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Re€iPE, BrasilTel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO
(GRUPO CONTROLE)

Q Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de PesquisasAGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Controle (Ane xo 3)

Projeto: “Caracterizacdo da resposta imune humorakm portadores de Leishmaniose Tegumentar Americana
ativa e apés cura clinica”.

U, ettt e e e e e e e nnraaaae e ncordo em participar voluntariamente neste
projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal do referido petp é a investigacdo da defesa do organismo diasnpes
com leishmaniose tegumentar ativa, e apds a cimzalespontanea ou apés tratamento quimioterapicdarei
parte do grupo controle, ou seja, grupo de indiv$dyue ndo apresentam a doenga e que servirdonga@gdo com
os individuos doentes. Serei submetido a uma woieda de 10 ml sangue venoso.

Todo procedimento serd realizado com material iesti@scartavel e por profissionais de salde de
reconhecida capacidade para executar os procedimieRti informado que a coleta de sangue € um métod
invasivo, por isso pode causar desconforto no Jawlhora da picada e que nédo devo friccionar (memto com
for¢a) o local para ndo haver formagdo de hemat@maseja, pequena mancha roxa. Esse trabalho grarde
beneficio, pois indicara se componentes do sistBmdefesa do organismo poderdo ser usadas comaduess da
resposta terapéutica e se outras células do sisliemdefesa do organismo participam na evolugaadcalide
pacientes com leishmaniose tegumentar americanRezmambuco. Como fago parte do grupo controle nds se
submetido a nenhum tratamento com Glucantime® (@emétilizado no tratamento da leishmaniose teguaren
americana). Fui informado que esse remédio (Gluma®) é o mais utilizado, promove cura da doengade ter
efeitos colaterais como nauseas e indisposicaegapl

Antes de minha participagao no referido projetoirfoentivado a pedir esclarecimento adicional jglgasse
necessario, esclarecido por um participante deefrogobretudo em relagdo a importéncia do gruptrae. Estou
ciente que poderei recusar ou retirar meu consenton em qualquer momento da investigacéo, senmugsal
puni¢do ou prejuizo. Autorizo a Fundagdo Oswaldae @@PgAM/FIOCRUZ) a utilizacdo das informagdes olstida
através dos resultados dos procedimentos em reyridagressos, patentes e publicacdes cientifiesgwando,
neste caso, a minha identidade. Autorizo, tambéenay@CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra biol6gica pa
posteriores estudos. Fui informado que para uaanastra bioldgica estocada, um pesquisador dotprejgrard em
contato comigo.

Estou ciente que este documento é feito em duasfiGando uma em minha posse e a outra com aedoip
projeto e que todas e quaisquer dividas que euaveribr sobre o significado dos termos empregadgeesente
texto me serdo completamente esclarecidos por srmédmbros do projeto antes que eu assine estesisapre

Assinatura do voluntario data

Endereco do sujeito da pesquisa:

Assinatura do médico responsavel — CPqAM/FIOCRUZ data

Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo AlvesifaeiTelefone para contato: 81 21012500

Departamento de Imunologia, Centro de PesquisagAdtpgalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, ReeiPE, BrasiTel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz.
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American Tegumentary Leishmaniasis and Flow Cytomey: A review
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Abstract

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a pé#sdisease caused by
protozoans of the genuseishmaniaand transmitted by the bite of sandflies. It is
considered neglected due to its high incidence rmndbidity, mainly in developing

countries. The treatment for this disease besigpsrsive, is toxic and has limitations
such as resistance, both from the parasite antldsie and invasiveness, making it not
quite acceptable for some patients. There is stillavailable vaccine for the disease,
what makes the correct diagnosis the better aligem@o guide the treatment and
therefore manage it. The diagnosis of suspecteeschas to gather epidemiological,
clinical and laboratorial data, since the disease be misdiagnosed with other
dermatological conditions. Immunological methodes aommonly used for detecting
and monitoring diseases, and the main techniqued usthe routine for ATL are the

Montenegro Skin Test,Enzyme-linked Immunosorbensafs Immunofluorescence

Assay and Western Blot. Although these approaches lgood sensitivity levels, they
lack on specificity and also have some limitatitike crossed-reactions with another
diseases caused by trypanosomatid parasites. @eeedi serological approach, which
is becoming an alternative method for the diagnositis disease,is Flow Cytometry;
it has shown balanced levels of specificity andsgmity and also a better accuracy
when compared toother methods used in routine.eftwer, this article shows the recent
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advances on the diagnosis of ATL by Flow Cytomeinyg by using the findings on the
literature,aims to guide researchers on what shbaldthe focus to have a better
diagnostic method for this diseaseywords: American Tegumentary Leishmaniasis;

Flow Cytometry; Diagnosis.

INTRODUCTION

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a netgle vector-borne disegse
transmitted by sand flies of the genustzomyia.Currently, there have been reported
approximately 1.5 million cases per year, compgdime two main clinical forms of the
disease: cutaneous leishmaniasis (CL) and mucasatignleishmaniasis (ML). CL is
primarily found in regions of South America and Mie-East, and almost 90% of ML

cases occur in Brazil, Peru and Bolivia [1,2].

Currently, according to the World Health Organiaafi more than 20 species of
Leishmaniacapable of causing the disease have been repd@iedcCL is the most
prevalent form of ATL, and it can be caused bygpeciesLeishmania aethiopicélL.
aethiopicg, L. major and L. tropica in the old world; andL. amazonensjsL.
braziliensis L. mexicana L. venezuelensisL. guyanensisL. panamensijand L.
peruvianain the new world; and for ML, the causative spe@es L. panamensis, L.

peruviana, L. braziliensis and L. guyanen@igure 1).



81

Family: Trypanosomatidae

Genus - Leishmania

. y

Subgenus - Subgenus -
Leishmania Viannia
L. donovani; L. trofica; L. major; L. aethiopica; L. mexicana L Braziliensis L. guyanensis
L.chagasi L. killicki L. major L. aethiopica L. mexicana kel i
. i . . L. braziliensis L. guyanensis
L. donovani L. tropica L. garnhami L. amazonensis i N
- . . L. peruviana L. panamensis
L. infantum L. pifanoi

L. venezuelensis

Figure 1. Etiological agents of American Tegumentary Leishmasis,

The clinical forms of ATL will depend on the vectdhe parasite and also on 1
immunological and genetic features of the host $4, The infection might b
asymptomatic or cause serious skin damages on atenfy ranging from localize
cutaneous lesins to a destructive involvement of the nasal amadlmucosa [6] (Figur

2).
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Figure 2: Clinical forms of American Tegumentary Leishmaaisa A) Localized form; B) Disseminatt
form; C) Diffuse form; D) Mucocutaneous for— Rare case®f involvement of the tongue. BRAS
(2007) [7].

To all clinical forms of ATL, the treatment is basen the parenteral administration
pentavalent antimonies, or when not effective,aotics and antifungical agents [7,

This treatment presents certain level of toxicityiich can cause severdde effects;
also, the success index on the first cycle of tneat is only 16%. The disease does
have an efficient cure criterion, this being baselély on the complete healing of t
lesion [9]. Furthermore, there are no availablecwrags for th disease, in spite of tf
great effort being put on over the decades. Therstiil a lack of knowledge abo
Leishmania spppathogenesis as well as the complexity of the imemasponse whic
is required to eliminate the parasite. That is wdry adequie treatment and tt

development of an efficient vaccine are not a tggkt [10, 11]
DIAGNOSIS

Due to the absence of a g-standard method to diagnose the disease, thenedsdhtc
associate epidemiological, clinical and laborataspects. In adtion, the resemblanc
of the ATL lesions with other skin diseases makifer@ntial diagnosis an useful to
to avoid an incorrect conclusion. Herein we disogeseral features of the commol
used methods for the diagnosis of ATL focusingthase usig Flow Cytometry
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Epidemiological and clinical diagnosis

For the epidemiological and clinical diagnosissiimportant to have information about
the habitat, leisure and work activities of theigrat [12]. Also, it is useful to know if

the individuals have traveled to endemic regions tduthe expansion of transmission in
urban areas [13]. Since ATL can be misdiagnosel stlier dermatological diseases, to
know where the patient comes from and where he wesit the last weeks is important

to know if it is a vector-borne disease, infectiolisease or fungal disease.

As mentioned before, ATL presents difficulties da clinical diagnosis due to the
similarity of the lesions with different illnesssach as cutaneous tuberculosis, leprosy,
tropical ulcer, syphilis, neoplasm and even somnmelkiof carcinomas and lymphomas

[8, 14]. On ML lesions, one might observe infiltraf or vegetative ulcers [15].

The clinical diagnosis can be performed based enctiaracteristics of the patient's
lesion associating it with the anamnesis and thdeepological data. This diagnosis
can also be complemented by the Montenegro Skih (MST) and by the therapeutic
response. However, laboratorial methods are esséotithe differential diagnosis with

other diseases [7, 14].
Laboratorial diagnosis

Since there is no gold-standard method to diagAdde it is based on the association
between immunological, molecular and parasitoldgasaays. Figure 3 summarizes the

methods for each approach.
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Figure 3: Simplified scheme of ATL diagnosis. *Molecular dieggis is not normally considered in

routine, despite its increasingly use in reseagttiars.

A conclusive diagnosis is achieved when the diresearch of the parasite amastigote
through microscopy; the isolation of the parasitesculture medium or animal

inoculation are positive [7, 16].

The direct research of the parasite can be perfbrom@ng the scarified lesion,
aspiration or biopsy of the lesion's edge. It isgiole to visualizd_eishmania spp.

amastigotes by the method of Giemsa or Leishmah [iis method has asensitivity
which varies from 50 to 70% [9]. The positivity thfe test is inversely proportional to
the time of the disease evolution. Although it isimple technique, it has low cost, but

cannot identify the parasite in all patients [18].1

Parasite isolation is performed in appropriate medi, like Neal-Novy-Nicole, using
obtained material from aspirative punction or biepsof patients lesions. The
sensitivity of the culture method is usually lowpand 20 to 40%. This is related
mostly because of the absence of parasites irehens, mainly when it iseishmania
(Viannia) braziliensis[18,20,21]. For then vitro culture, there is a inoculation in
susceptible animals, such as the golden hanigiesdcricetus auratuspue to the long
time of follow-up until the formation of the ulcér the animal and the costs for their

maintenance, this method is restricted to reseasthutes [7, 18, 22].

Regarding the molecular methods, the Polymerasen(Reaction (PCR) allows the
amplification of specific genes of DNA from init@toligonucleotidesgrimerg paired
specifically with the target region, therefore aling its use as a specific instrument for

the diagnosis of several infectious diseases [&, 224, 25]. Although molecular
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approaches have been developed for ATL diagnosisPELR is a high sensitive and
specific technique, it is a sophisticated testidbioratorial use in routine protocols, with
technical requirements and still a high cost [&], 2

The immunological diagnosis is based on the evialnaif the cellular response using
the Montenegro Skin Test (MST) and/or the evalutb the humoral response using
the Indirect Immunofluorescence (IFA), Enzyme-lidkdmmunosorbent Assay
(ELISA) and Western Blot. Currently there can barfd in the literature works where
Flow Cytometry appears as an alternative diagnogim for the disease, with

advantages over the conventionally used method22 729, 30].

The detection of the cellular response through M&T has been employed as an
important resource on the immunological diagno$i&\bL due to its high sensitivity
and specificity. This test consists on the injettad an antigenic suspension of killed
promastigotes to induce a late hypersensitivitpoese, that is evaluated after 48 to 72
hours [9, 31]. Although it can be positive in thajarity of ATL cases (90%), the result
is negative in recent lesions, in the diffuse fand in immunosuppressed patients. In
endemic areas it is commonly positive due to tlesgnce of subclinical infections [19,
32]. Besides that, this test does not differentzatitve disease from past disease [9, 21,
33].

Routine protocols based on IFA, ELISA and Westeltot Bare performed for the
diagnosis of ATL [34, 35, 36]. These tests presiemtations, considering their lack of
specificity and low reproducibility. Besides th#ttey might present crossed-reactions
with another diseases caused by phylogeneticadliyea species. It is also known that
low levels of antibodies are observed in thesesteahd there is an absence of
correlation between the circulating antibody levelgh the presence of an active
infection [37, 38, 39, 40].

Diagnosis by Flow Cytometry

In view of the inherent difficulties of the serologl techniques used on the laboratorial
routine for ATL diagnosis, new methodological apmioes are being developed. Flow
Cytometry is a technology which allows a fast, cbje and quantitative analysis of
cells in suspension [41, 42]. The cells from thesi@s are stained with fluorochromes,

allowing their identification and quantification garding their size, granularity and
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fluorescence intensity. This technique has sevadahntages when compared to the
conventional immunoassays, such as the quantdicatf the analyte, use of a reduced
sample volume, high reproducibility and sensitivignd also, the possibility of
multiplexing [43, 44].

This technology applied to ATL diagnosis by detegtianti-lgG antibodies against
Leishmania braziliensisvas firstly described by Rocha et al [27], whemeyt found
levels of 93.6% of sensitivity in patients who hhd active form of the disease [27, 45].
This technique is based on the sensitization ol8b-plates with the patient's serum
serially diluted and then on incubating it with thatigen, which can be the whole
live/killed parasite or recombinant proteins bondedmicro-beads [45], furthermore,
the plates are finally incubated with a secondamgibady which is bonded to a
fluorochrome, allowing the visualization on the gopent [28, 29, 30, 45, 46].

A study made by Oliveira et al [28] showed thatwWiGytometry, when compared to
IFA, showed a greater performance in detectingzaalisease and monitoring the cure
of patients after treatment. This study pointed gbssibility of using this technology
not only to detect ATL in patients, but also to usas a cure criterion. Having a
laboratorial cure criterion would avoid discomftartthe patients, since the treatment is

invasive and toxic.

More recently, a work performed by Teixeira-Carealf#7] was able to make a
differential diagnosis between Chagas Disease, karerTegumentary Leishmaniasis
and Visceral Leishmaniasis. It was a triplex Flowtdinetry assay based on the
detection of IgG1 antibodies against each diseallough the protocols which were
used demand high technology equipments and expensagents, it points to the right
path researchers should follow to achieve bettilt® in diagnosing this disease using

this technology.

The use of Flow Cytometry is becoming more frequeoivadays, being easier to
access this technology in almost every researdhutes Although there is a limitation
due to the associated cost, the benefits that cevitesthe positive results for society
outweighs these barriers.
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CONCLUSIONS

American Tegumentary Leishmaniasis is consideredeglected disease. It affects
mainly developing countries, causing great moridit patients due to the difficult
access to treatment and lack of a good healthgaters. Owing to the low income of
resources to these areas, there is limited reseldicated for new diagnostic tools and

also management and control of the disease.

There is an urgent need for new treatment optiohitlware less toxic, mainly for
children and those immunosuppressed patients. Vagable treatment is being used
for more than 50 years and the mechanism of aatibthese drugs are still not

completely known.

Vaccination remains being the best alternative ¢otrol the Leishmaniasis. The
development of an efficient, safe and profitablecwae is a global and critical priority

for public health, but it is still not a reality.

Since there is no effective treatment with low &ityi and no vaccines available for
ATL yet, the best way to try to control the diseaséo have good diagnostic tools.
These diagnostic tools would ideally detect theas® in the early stages and determine
a cure criterion, within the treatment, that woaltbw the patients to know whether
their disease is cured or not. Therefore, enhancipegcificity using modern
technologies like Flow Cytometry, using moleculadigfined antigens and performing
multiplex assays aiming differential diagnosisprebably the best path to achieve a
superior diagnostic method for a better contrahefdisease.

AKNOWLEDGEMENTS

We are thankful for our colleagues of the Immun&ges Laboratory; Aggeu
Magalhdes Research Center and the Federal UnivefsRernambuco. We also thank
the funding agencies FACEPE, CAPES and CNPq.



88

REFERENCES

[1] Elmahallawy EK, Sampedro Martinez A, Rodriguez-Gen J, Hoyos-
Mallecot Y, Agil Aet al (2014)Diagnosis of leishmaniasis. J Infect DevigS8:
961-72.

[2] Pourmohammadi B, Motazedian M, Hatam G, KalantariHdbibi P,et al2010)
Comparison of Three Methods for Diagnosis of Cubaiseleishmaniasis. Iranian J
Parasitol 5: 1-8.

[3] World Health Organization. Fact Sheet 375. Aafale at:

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/

[4] Marzochi MCA (1992) Leishmanioses no Brasil. lsshmaniosestegumentares. J
Basic Microbiol63: 82-104.

[5] Grimaldi G Jrl, Tesh RB (1993) Leishmaniaseshef New World: current concepts
and implications for future research. ClinMicrobiév6:230-50.

[6] Bacellar O, Lessa H, Schriefer A, Machado FyeRio de Jesus At al (2002)Up-
regulation of Thl-type responses in mucosal leishass patients. Infect
Immun70:6734-40.

[7] Brasil (2007)Manual de Vigilancia da leishmaseo tegumentar americana.
Ministério da Saude,2.ed, Brasilia, DF.

[8] Gontijo B, Carvalho MLR (2003) Leishmaniose Tegentar
Americana.RevSocBrasMedTrop36: 71-80.

[9] Goto H, Lindoso JAL (2010) Current diagnosisdameatment of cutaneous and
mucocutaneousleishmaniasis. Expert Rev Anti Inféetr8: 419-33.

[10] Kedzierski L (2010) Leishmaniasis Vaccine: \Whare We Today?J Glob Infect

Dis 2:177-85.



89

[11] Mutiso JM, Macharia JC, Kiio MN, Ichagichu JMRikoi Het al
(2013)Development of Leishmania vaccines: predictire future from past and present
experience. J Biomed Res 27:85-102.

[12] Field V, Gautret P, Schlagenhauf P, Burchard@Bumes Eet al (2010) Travel
and migration associated infectious diseases mitybid Europe. BMC Infect Dis 10:
330.

[13] Martins Gomes C, de Paula NA, Morais OO, Seaféd\, Roselino AM,et al
(2014)Complementary exams in the diagnosis of araetegumentaryleishmaniasis.
An Bras Dermatol89: 701-11.

[14] Neves, DP (2005)Parasitologia humana(10edhereu, Sao Paulo.

[15] Andrade MS, Brito ME, Silva ST, Lima BS, Alntei ELet al. (2005)
Leishmaniose tegumentar americana causadagsinmania (Viannia) braziliensiem
area de treinamento militar na Zona da Mata de dPaloanco. RevSocBrasMedTrop
38:229-33.

[16] Machado PE (2004) Comparacdo dos métodos ipaéagco, imunoldgico e
molecular na deteccéo dleishmaniaspp. em amostras de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana no Estado de Santa Catarivarsidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis, Brasil.

[17] Neves DP, Melo LA, Genaro O,Linardi PM (2008)&sitologia Humana(10ed),
Atheneu, S&o Paulo.

[18] Bensoussan E, NasereddinA, Jonas F, Schnuddffe CL (2006) Comparison of
PCR assays for diagnosis of cutaneous leishmanria&lisMicrobiol44:1435-9.

[19] Vega-Lopez F (2003) Diagnosis of cutaneoushlieianiasis. CurrOpin Infect Dis

16:97-101.



90

[20] Brand&o-Filho SP, Campbell-LendrumD, Brito M&haw JJ, Davies CR (1999)
Epidemiological surveys confirm an increasing buaraé cutaneous leishmaniasis in
north-east Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 93:988-

[21] Reithinger R, Dujardin JC, Louzir H, Pirmez @Jexander Bet al (2007)
Cutaneous leishmaniasis.Lancet Infect Dis 7:581-96.

[22] RodriguesEHG (2000) Validagédo de abordagenkecntares para o diagndéstico da
leishmaniose tegumentar americana em Pernambudaédam Oswaldo Cruz,
Pernambuco, Brasil.

[23] Gomes ML, Galvao LM, Macedo AM, Pena SD, Chi&r (1999) Chagas'
diseasediagnosis: comparativeanalysisofparasitlogi molecular,
andserologicmethods.Am J TropMedHyg. 60:205-10.

[24] Rodrigues EH, Felinto de Brito ME, Mendonca M®erkhauser RP, Coutinho
EM, et al(2002)Evaluation of PCR for diagnosis of Americantadheous Leishmaniasis
in an Area of endemicity in Northeastern Brazillth®icrobiol 40:3572-6.

[25] Singh B (1997) Molecular methods for diagnosisl epidemiological studies of
parasitic infections. Int J Parasitol27:1135-45.

[26] de Assis Souza M, de Castro MC, de Oliveira, AP Almeida AF, de Almeida
TM,et al (2013) Cytokines and NO in American tegumentasyiimaniasis patients:
Profiles in active disease, after therapy and ifrtemaled individuals. MicrobPathog
57:27-32.

[27] Rocha RD, Gontijo CM, Elé6i-Santos SM, Teixeitarvalho A, Corréa-Oliveira
R.et al (2002) Anticorposantipromastigotas vivas de Leighia (Viannia) braziliensis,
detectados por citometria de fluxo, para identd@ada infeccdo ativa na leishmaniose

tegumentar americana. RevSocBrasMedTrop35:551-62



91

[28] de Oliveira AP, de Castro MC, de Almeida AlBu3a Mde A, de Oliveira BGat

al. (2013)Comparison of flow cytometry and indirezimunofluorescence assay in the
diagnosis and cure criterion after therapy of Awean tegumentaryleishmaniasis by
anti-live Leishmania (Viannia) braziliensis immutagulin G. J Immunol Methods
387:245-53.

[29] Pissinate JF, Gomes IT, Peruhype-Magalhad3i&tze R, Martins-Filho O/t al
(2008) Upgrading the flow-cytometric analysis ofidreishmania immunoglobulins for
the diagnosis of American tegumentaryleishmanidsisimunol Methods 336:193-202.
[30] Pereira VR, Reis Lde C, Souza Mde A, de OtaédP, de Brito MEst al (2012)
Evaluation of anti-lived and anti-fixed Leishmarf\iannia) braziliensis promastigote
IgG antibodies detected by flow cytometry for diagis and post-therapeutic cure
assessment in localized cutaneous leishmaniasignMicrobiollnfectDis74:292-8.

[31] Machado PE (2004) Comparacdo dos métodos ipaéagco, imunoldgico e
molecular na deteccéo dleishmaniaspp. em amostras de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana no Estado de Santa Catalisseria¢cdo mestrado. Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, Brasil.

[32] Reis LC (2007) Caracterizagdo da resposta émaoelular em portadores de
leishmaniose tegumentar americana antes e apémaato quimioterapico. Fundacao
Oswaldo Cruz, Pernambuco, Brasil.

[33] Weigle KA, Labrada LA, Lozano C, Santrich CarBer DC (2002) PCR-
baseddiagnosisofacuteandchroniccutaneousleishmsn@iasedbylLeishmania
(Viannia).J ClinMicrobiol 40:601-6.

[34] Brito ME, Mendonca MG, Gomes YM, Jardim ML, aitn FG (2000)
Identification of potentially diagnostid_eishmaniabraziliensentigens in human

cutaneous leishmaniasis by immunoblot analysisiliign Lab Immunol 7:318-21.



92

[35] Brito ME, Mendonca MG, Gomes YM, Jardim ML, &th FG (2001) Dynamics of
the antibody response in patients with therapeoticspontaneous cure of American
cutaneous leishmaniasis. Trans R Soc Trop Med 13y203-6.

[36] Kar K (1995) Serodiagnosisofleishmaniasis. CritRerbbiol 21: 123-152.

[37] Alves WA, Bevilacqua PD (2004) Reflexdes sohrgualidade do diagndstico da
leishmaniose visceral canina em inquéritos epidEmicos: o caso da epidemia de
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 1993-1997dSaude Publica 20:259-65.

[38] Schallig HD, Oskam L (2002)Molecular biologicapplications in the diagnosis
and control of leishmaniasis and parasite idemifon. Trop Med Int Health 7:641-51.
[39] Passos VM, Barreto SM, Romanha AJ, Krettli AWplpini AC, et al
(2000)American cutaneous leishmaniasis: use ofratekt as a redictor of relapse after
treatment. Bull World Health Organ 78:968-74.

[40] Savani ES, SchimonskyBvBv, Camargo MC, D'augiR (2003)Vigilancia de
leishmaniose visceral americana em cées de areanmnica, S&o0 Paulo.RevSaude
Publica 37:260-2.

[41] Faldyna M, Leva L, Knétigova P, Toman M (20D¥nphocyte subsets in
peripheral blood of dogs — a flow cytometric studgt Immunolimmunopathol 82:23-
37.

[42] Nakage APM, Santana AE, Capua MLB, Coelho R80%) Flow cytometry

methodology and application in the veterinary herogty. CiencRural 35: 966-73.



93

[43]Sousa S, Cardoso L, Reed SG, Reis AB, MartiimFOA et al
(2013) Development of a fluorescent based immursmgerfor the
serodiagnosis of canine leishmaniasis combining umemagnetic

separation anflow cytometry.PLoSNegl Trop Dis 7:€2371.

[44] Jani IV, Janossy G, Brown DW, Mandy F (2002)pfillexed
immunoassays by flow cytometry for diagnosis andveillance of

infectious diseases in resource-poor settings.ltdntectDis 2:243-50.

[45] de Paiva-Cavalcanti M, de Morais RC, Pessdilza R, Trajano-Silva LA,
Goncalves-de-Albuquerque SdaeCal (2015) Leishmaniases diagnosis: an update on
the use of immunological and molecular tools.Cal#gi 5:31.

[46] Sousa S, Cardoso L, Reed SG, Reis AB, MakFitlsas OAget al (2013)
Development of a fluorescent based immunosensorthierserodiagnosis of canine
leishmaniasis combining immunomagnetic separationd aflow cytometry.
PLoSNeglITropDis 7:€2371.

[47] Teixeira-Carvalho A, Campos FM, Geiger SM, RadRD, de Araujo FFet al
(2015) FC-TRIPLEX Chagas/Leish 1gG1l: a multiplexiolwcytometry method for
differential serological diagnosis of chagas diseasd leishmaniasis. PLoSOne

10:e0122938.



94

APENDICE E - CAPITULO DE LIVRO

Abstract Acceptance : eBook Entitled 'Tropical Dis@ses: Immunological and
Molecular Tools Applied to the Epidemiology and Cotrol' [Dr. Cavalcanti, Ref.
No. 21-01-14-EBK1//EOI-35]

August 21, 2014
Dear Dr. Cavalcanti,

| am very pleased to inform you that we have resgipositive review reports from
neutral referees and our review board for your psep e-book entitled ropical
diseases: immunological and molecular tools appliedhe epidemiology and control'

You may view the author’s guideline at http://eb®dlenthamscience.com/manuscript-
organization.phphat will help you in the eBook preparation. | balso enclosed the
sample chaptewhich will assist you to prepare the chapterseasopir format.

Pleased note that we require all non-native Engldaking contributors to have the
eBook /chapter checked and certified by native Bhglpeakers for language and
grammar.

If you will be involving other contributors to caiiiute chapters in the book, you are
kindly advised to engage eminent scientist lardgegn technologically advanced
countries to contribute various chapters.

Before submitting your ebook, use theclosed Checklisio make sure you have taken
care of all the particulars and confirm that yoaok is complete and ready for
submission.

In case if you need any assistance you may comtact will be pleased to help you in
all my capacities.

Sincerely!

Humaira Hashmi

In-charge eBook Department

Editorial Manager Publications
Bentham Science Publishers

UR: http://ebooks.benthamscience.com/




95

Tropical Diseases: Immunological and Molecular Bodpplied to the Epidemiology and

Control, 2015.
CHAPTER 1
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Abstract: The Trypanosomatidae family is composed by protozgarasites
responsible for causing a variety of human and maman diseases, of varying
gravities, in both new and old worlds. The disttibn and adaptation of the
trypanosomatids in tropical and subtropical coestrias well as the usual habitats of
vectors commonly favour contamination of poor netgld populations, despite the
increasing expansion to peri-urban and urban atkas, reaching other social and
economic realities. llinesses like leishmaniasisl @&merican trypanosomiasis (or
Chagas disease) share the fact that both haveatdiversity of reservoirs associated
to the cycle of the parasites, which include symaogic mammalians and théomo
sapiendtself. Therefore, to an efficient epidemiologicaintrol, the continuous search
for new human cases, as well as the monitoringcamtiolling of infected animals is
fundamental. The laboratorial techniques routinedgd for detection of these diseases
may vary from simple parasitological analysis td¢ting-edge molecular technology.
Due to its easiness and diagnostic sensitivity, itheunology/serology is broadly
applied in the laboratories and also in field, ewgth its limitations. The molecular
biology and its tools are emerging as sensitive spetific alternative strategies for
the trypanosomiasis diagnosis, but some challestijeszmain, especially concerning
the standardization of protocols and the estabkstinof gold-standard procedures.
New serological and molecular methods arise ampa@thing to overlap deficiencies
that may reduce the feasibility for applying in tioe and in epidemiological
researches. In this chapter, the past and curfaghdstic situation of leishmaniases,
Chagas disease and Human African trypanosomiaddd \Hr “sleeping sickness”
will be described, highlighting the technologicalvances and the difficulties to be
faced for the next years, mainly regarding the iappllity for public health.

Keywords: Leishmaniases; American trypanosomiasis; Africgpanosomiasis;
Diagnosis
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