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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ a forma mais comum de leishmaniose no Brasil,
sendo Leishmania (Viannia) braziliensis a principal espécie causadora, com a presenca
adicional da espécie L. (Leishmania) amazonensis. O diagnostico apropriado da LTA demanda
a avaliacdo de parametros clinicos e epidemioldgicos, seguida por ensaios laboratoriais para a
confirmacdo. Neste contexto, as técnicas moleculares se destacam devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade. A PCR-RFLP emerge como um método preeminente no
diagndstico molecular de espécies de Leishmania, valendo-se de alvos moleculares especificos
para a discriminagao de espécies. Com isso, o objetivo principal desse trabalho foi determinar
as espécies de Leishmania de amostras de pacientes com suspeita de LTA atendidos na
Regional de Satde de Pinheiro/MA, bem como realizar a caracterizagdo clinico-
epidemiologica da populacdo estudada através de andlise comparativa dos dados qualitativos
(sexo, idade, escolaridade, entre outros) e dos dados de distribui¢do geografica de todas as
espécies de Leishmania identificadas no estudo para determinar os casos autoctones e
importados. Ademais, também foi avaliada a correlacdo entre a técnica molecular (PCR)
utilizada e o teste parasitologico direto, considerado o padrdo ouro. A PCR da regido do
espacador transcrito interno-1 (ITS1) detectou a presenca de Leishmania em 24 amostras do
total de 28 pacientes. A PCR-RFLP discriminou L. (V.) braziliensis como agente etioldgico em
7 amostras, enquanto que L. (L.) amazonensis foi identificada em 14 amostras. Em nosso
estudo, a maioria dos pacientes acometidos foram homens (N=20/71,43%), com faixa etaria
entre 18 a 35 anos (N=18/64,29%), de baixo nivel de escolaridade (N=16/57,14%), residentes
da zona rural (N=18/64,29%) e desempenhando a ocupag¢ao de garimpeiro (N=11/39,29%). A
maior parte dos casos foi classificada como autdctone (N=17/60,71%), com a maior ocorréncia
de L. (L.) amazonensis no municipio de Pedro do Rosario (N=5/17,87%), seguido dos casos
importados da Guiana Francesa que apresentaram ambas as espécies. Na avaliacdo da PCR
ITS1, a positividade foi de 85,71%, e o indice Kappa foi de 0,22 demonstrando relagdo fraca
entre o teste molecular utilizado e o padrdo-ouro, sendo a PCR a técnica mais sensivel
(90,48%). Este estudo fornece dados epidemioldgicos relevantes sobre Leishmania em
Pinheiro/MA e regides vizinhas, contribuindo para estratégias eficazes de controle da doenca

e, ainda, destaca a importancia de testes moleculares como complementares ao diagnostico.

Palavras-chave: Diagnostico molecular; epidemiologia; leishmaniose tegumentar americana;

PCR.



ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ATL) is the most common form of leishmaniasis in Brazil,
with Leishmania (Viannia) braziliensis being the main causative species, with the additional
presence of the species L. (Leishmania) amazonensis. The appropriate diagnosis of ATL
requires the evaluation of clinical and epidemiological parameters, followed by laboratory tests
for confirmation. In this context, molecular techniques stand out due to their high sensitivity
and specificity. PCR-RFLP emerges as a pre-eminent method in the molecular diagnosis of
Leishmania species, using specific molecular targets for species discrimination. Therefore, the
main objective of this work was to determine the species of Leishmania in samples from
patients with suspected ATL treated at the Pinheiro/MA Health Regional, as well as to carry
out the clinical-epidemiological characterization of the studied population through comparative
analysis of qualitative data. (sex, age, education, among others) and geographic distribution
data of all Leishmania species identified in the study to determine autochthonous and imported
cases. Furthermore, the correlation between the molecular technique (PCR) used and the direct
parasitological test, considered the gold standard, was also evaluated. PCR of the internal
transcribed spacer region-1 (ITS1) detected the presence of Leishmania in 24 samples from a
total of 28 patients. PCR-RFLP discriminated L. (V.) braziliensis as the etiological agent in 7
samples, while L. (L.) amazonensis was identified in 14 samples. In our study, the majority of
affected patients were men (N=20/71.43%), aged between 18 and 35 years (N=18/64.29%),
with a low level of education (N=16 /57.14%), residing in rural areas (N=18/64.29%) and
working as a miner (N=11/39.29%). Most cases were classified as autochthonous
(N=17/60.71%), with the highest occurrence of L. (L.) amazonensis in the municipality of
Pedro do Rosario (N=5/17.87%), followed by of cases imported from French Guiana that
presented both species. In the ITS1 PCR evaluation, positivity was 85.71%, and the Kappa
index was 0.22, demonstrating a weak relationship between the molecular test used and the
gold standard, with PCR being the most sensitive technique (90.48%). This study provides
relevant epidemiological data on Leishmania in Pinheiro/MA and neighboring regions,
contributing to effective disease control strategies and also highlights the importance of

molecular tests as complementary to diagnosis.

Keywords: American cutaneous leishmaniasis. Epidemiology. Molecular diagnosis. PCR.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grupo de doencgas infecciosas complexas que afetam
tanto seres humanos quanto animais de vida silvestre ou domésticos (FIOCRUZ, 2023). Essa
doenga ¢ endémica de regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil e o estado do
Maranhao, sendo uma preocupagao de satide publica. A transmissao para seres humanos ocorre
por meio da picada de flebotomineos fémeas, pequenos insetos vetores que pertencem ao
género Lutzomyia. O ciclo de vida dos protozoarios do género Leishmania ¢ heteroxénico, ou
seja, eles dependem de dois hospedeiros, um invertebrado que abriga as formas promastigotas
do parasita, e o hospedeiro vertebrado, mantém as formas amastigotas intracelulares.
(LAINSON; SHAW, 1978; BRASIL, 2017).

A leishmaniose apresenta duas formas clinicas: a leishmaniose tegumentar (LT) e a
forma visceral (LV), sendo que a gravidade da doenga ¢ impactada pela espécie de Leishmania
envolvida, bem como pela resposta imune do hospedeiro. No Brasil, a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) ¢ a forma clinica mais prevalente, sendo Leishmania (V.) braziliensis a
principal espécie causadora (BRASIL, 2017). Conforme apontado por Lainson e Shaw (1978),
os primeiros casos de LTA no Brasil foram registrados entre 1909 e 1911, ocasionados por L.
(V.) braziliensis, e outras também sdo reconhecidas como agentes etiologicos da LTA,
incluindo L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) guyanensis.

No Brasil, a leishmaniose cutanea localizada ¢ a sindrome clinica mais comum de LTA,
geralmente causada por L. (V.) braziliensis, caracterizada por lesdes ulcerosas que podem
cicatrizar espontaneamente ao longo do tempo. Estas lesdes podem, em alguns casos, evoluir
para lesdes mucosas ou difusas. As lesdes cutineas difusas, uma condicao rara, se apresentam
como multiplas lesdes ndo ulceradas em varias regides do corpo, sendo causadas
principalmente por L. (L.) amazonensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). A
leishmaniose mucosa ocorre quando o parasito se propaga nas mucosas do trato respiratorio,
digestivo superior e genitais. Essa forma ¢ principalmente causada por L. (V.) braziliensis,
frequentemente decorrente de uma leishmaniose cutanea, podendo também manifestar lesdes
cutaneas concomitantes. A leishmaniose disseminada, outra sindrome clinica, é caracterizada
por lesdes multiplas que podem ser ulceradas, nodulares, papulares ou acneiformes,
disseminando-se rapidamente devido a propagacdo do parasito nos sistemas
linfatico’/hematogénico. As principais espécies causadoras dessa condicdo sdo L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; SILVA, 2017).

No Maranhao, o Sistema de Informagao de Agravos de Notificacao (SINAN) registrou cerca
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de 17.854 casos de LTA de 2012 a 2022, resultando em uma taxa de prevaléncia de 263,50
casos por 100.000 habitantes, sendo que na regional de saude de Pinheiro/MA, foram
notificados entre os anos de 2018 e 2022 cerca de 477 casos (SINAN, 2023).

Para obter um diagnoéstico preciso da LTA, ¢ fundamental avaliar parametros clinicos e
epidemiologicos, complementados por testes laboratoriais para confirmacao, uma vez que
diversas doencas apresentam sintomas semelhantes. A andlise clinico-epidemioldgica, embora
valiosa, muitas vezes ndo ¢ conclusiva, ressaltando a importancia dos métodos de diagnostico
laboratorial (OLIVEIRA, 2022).

Recentemente, os ensaios moleculares t€ém ganhado destaque no diagndstico da
leishmaniose devido a sua alta especificidade e sensibilidade. Essas técnicas exploram alvos
moleculares especificos de Leishmania, permitindo a identificagdo do género, subgénero e
espécie. As caracteristicas gendmicas desse parasito, como a auséncia de introns, cromossomos
pequenos e densidade génica elevada, tornam a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) uma
opcao valiosa, possibilitando a deteccdo de DNA mesmo em casos com baixa carga parasitaria,
fornecendo resultados rapidos e precisos. A PCR também permite a amplificacdo de varias
amostras, como biopsias, fragmentos de lesdes, sangue, entre outros, além da identificagdo de
espécies em vetores € hospedeiros (TSOKANA ef al., 2014; CHICHARRO et al., 2023)

Considerando as caracteristicas dos municipios da Baixada e Litoral Maranhense que
sdao atendidos pela Regional de Pinheiro/MA, a identificagdo das espécies de Leishmania
contribui para compreender a epidemiologia da leishmaniose e desenvolver estratégias de
controle eficazes. Além disso, como diferentes espécies de Leishmania podem causar a LTA,
cada uma com variagdes em distribuigdo geografica, patogenicidade e resposta ao tratamento,
a identificacdo molecular se destaca auxiliando em investigacdes acerca do monitoramento da
eficacia de alguns tratamentos, avaliagdo da resisténcia a medicamentos e auxilia na
epidemiologia da doenca.

O presente estudo, portanto, visa identificar as espécies de Leishmania em pacientes de
Pinheiro/MA, utilizando a analise de polimorfismos de fragmentos de restricao (PCR-RFLP) e
avaliar os testes diagnosticos utilizados. Além disso, busca caracterizar a populagao estudada
em termos sociais, econdmicos, demograficos e clinicos, proporcionando uma compreensao

abrangente da leishmaniose tegumentar nesta regido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana, também denominada LTA, ¢ uma doencga
originaria do Novo Mundo, cujos agentes etioldgicos pertencem aos subgéneros Viannia e
Leishmania, que de acordo com a classificagdo proposta por Lainson e Shaw (1987) podem ser
subdivididos em secdes a partir do desenvolvimento do parasito no intestino do vetor. Parasitos
pertencentes ao subgénero Viannia desenvolvem-se no intestino posterior do inseto vetor,
enquanto que parasitos do subgénero Leishmania se desenvolvem nas porgdes anterior e
médio no intestino (AKHOUNDI et al., 2016). No entanto, ¢ importante observar que, com o
avanco das pesquisas que empregam andlises moleculares em cepas de Leishmania, a
classificacdo mencionada anteriormente j& sofreu modificacdes (CARVALHO, 2018).

O principal transmissor da doenca ¢ um inseto flebotomineo hematdfago pertencente a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e, no Novo Mundo, inclui trés
géneros: Warileya, Brumptomyia e Lutzomyia, sendo este tltimo o de maior relevancia médica,
apresentando grande variedade de espécies e uma vasta distribuigdo, considerando sua maior
ocorréncia em regiodes tropicais, podendo ser encontrados em regides florestais da América do
Sul e Central (BRASIL, 2017; AKHOUNDI et al., 2016). No territério nacional, identificam-
se seis espécies predominantes de flebotomineos, responsaveis pela transmissao da LTA, a
saber: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei (BRASIL, 2017).

O ciclo de vida da Leishmania ¢ classificado como heteroxénico, o que significa que
esses parasitos dependem de dois hospedeiros para completar seu ciclo biologico, sendo o
hospedeiro invertebrado, que abriga a forma promastigota do parasito, também conhecida como
forma flagelada, e o hospedeiro vertebrado, que ¢ infectado intracelularmente pelas formas
promastigotas metaciclicas (Figura 1). Esse ciclo abrange uma variedade de animais, incluindo
caes, roedores, primatas e outros, independentemente de serem de vida selvagem ou
domesticada. Essa complexa interagdo entre os hospedeiros € crucial para a manutengdo e a

propagacao do ciclo de vida da Leishmania (LAINSON; SHAW, 1978; BRASIL, 2017).
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Figura 1: Formas evolutivas de Leishmania spp. A) Amastigotas parasitando
macrofagos; B) Promastigotas.
Fonte: Saki e Pezeshki (2018) e Fiocruz (2009).

Devido ao seu ciclo de vida complexo, estes parasitos desenvolveram varias formas
adaptativas as diferentes condigdes ambientais durante seu deslocamento entre o inseto vetor e
o hospedeiro vertebrado, incluindo variagdes no pH, temperatura e disponibilidade de
nutrientes e oxigénio, assim, os parasitos diferenciam-se em formas altamente especializadas
(Figura 2). Inicialmente, no interior do trato intestinal do inseto vetor, as formas amastigotas se
diferenciam em promastigotas prociclicas. Posteriormente, essas promastigotas se multiplicam
por divisdo bindria e transformam-se em promastigotas nectomonas, que ancoram no intestino
médio do inseto. Devido a eliminacdo da maioria dos parasitas durante a defecagao do sangue
digerido, somente algumas promastigotas nectomonas subsistem para prosseguir no ciclo de
vida. Estas passam por diferenciagdo, transformando-se em promastigotas leptomonas, onde se
multiplicam e colonizam a por¢do anterior do intestino do flebotomineo. Posteriormente, ocorre
a diferenciac¢do dessas promastigotas leptomonas em metaciclicas, que representam o estagio
infeccioso da Leishmania. (STEVERDING, 2017; SERAFIM, et al. 2021). No entanto, uma
pesquisa recente realizada por Serafim e colaboradores (2018) revelou uma fase adicional no
ciclo de vida da Leishmania, resultante do processo de metaciclogénese reversa, conhecida
como promastigota retroleptomona. Essa fase de desenvolvimento tem a capacidade de ampliar
a presenga de metaciclicos no intestino médio de flebotomineos infectados por Leishmania,
devido a desdiferenciacdo de promastigotas metaciclicos em retroleptomonas, favorecida pela

ocorréncia de multiplas refeicdes sanguineas (BATES, 2018; SERAFIM et al., 2018).
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Fonte: Bates (2018).

Clinicamente, a doenga manifesta-se de varias formas, sendo influenciada pela espécie
de Leishmania infectante e também pela resposta imune do paciente. A leishmaniose cutanea
localizada ¢ a sindrome clinica mais comum no Brasil, sendo causada majoritariamente pela
espécie L. (V.) braziliensis, caracterizando-se a partir de lesdes ulcerosas, com bordas elevadas
e fundo granuloso (Figura 3-A), e que podem cicatrizar espontaneamente ao longo do tempo
(SILVA, 2017). Em alguns casos, pode haver o surgimento de lesdes mucosas ou difusas
devido a disseminagdo do parasito através das vias hematogénicas e/ou linfaticas (FURTADO,
1994). Lesoes do tipo cutanea difusa geralmente apresentam-se como multiplas lesdes nao
ulceradas localizadas em varias regides do corpo (Figura 3-B), ¢ uma condicdo rara que evolui
de lesdes cutaneas ndo tratadas e possui como principais espécies causadoras no Novo Mundo:
L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

A leishmaniose mucosa propaga-se pelas mucosas do trato respiratorio, podendo afetar
as mucosas do trato digestivo superior e até mesmo genitais (Figura 3-C/D) (SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017); este padrao ¢ causado principalmente por L. (V.) braziliensis,
e na maioria dos casos ¢ decorrente de uma leishmaniose cutanea, podendo também manifestar
lesdes cutaneas (SILVA, 2017). A leishmaniose disseminada ¢ uma das formas clinicas de LTA
caracterizada por lesdes multiplas que podem apresentar-se de forma ulcerada, nodular, papular
e/ou acneiforme (Figura 3-E), propagando-se rapidamente devido a disseminacdo do parasito
nos sistemas linfatico/hematogénico (BENTES et al., 2015). As principais espécies causadoras
dessa condicao clinica sao: L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamanensis, L. (V.) guyanensis ¢ L.

(L.) amazonensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).
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Figura 3: Sindromes clinicas da LTA.

Fontes: Fiocruz (2023); Torres-Guerrero et al. (2017); Calvopina et al. (2020); Machado et al. (2019).

2.2 Epidemiologia da LTA no Brasil e no Maranhao

No Brasil, a LTA ¢ a forma mais comum, e sete espécies sdo encontradas no pais, dentre
as quais Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis sdo consideradas as de maior relevancia clinica por ocorrerem em
maior propor¢do (BRASIL, 2017). A Figura 4 apresenta a distribuicdo de espécies de
Leishmania no Brasil, sendo possivel observar que ocorrem diferencas entre as regides do pais,
ndo somente quanto a ocorréncia, mas também no que diz respeito ao perfil clinico dos casos,
fatores de risco e questdes socioecondOmicas, tornando evidente a importancia de estudos
epidemioldgicos para maior compreensao dos aspectos clinicos e distribucionais da doenga,
que auxiliam na consolidacdo de estratégias de prevengdo, controle e monitoramento da

leishmaniose (REGO et al., 2023).

B L (V) braziliensis

B L (v)rsinsoni

W cv)naifi

W L (v)shaw

B L (V) guyanensis
E L {L) amazonensis
B L (V) lindenbergy

Figura 4: Distribui¢ao das espécies de Leishmania que transmitem LTA.

Fonte: Brasil (2017).
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Em 2022, no Brasil, foram notificados cerca de 14.305 casos de leishmaniose
tegumentar, evidenciando uma grande ocorréncia da doenga, neste ano, em torno de 7 casos a
cada 100.000 habitantes, segundo dados do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo) e IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Observa-se na Figura 5
que a regido Norte possui a maior quantidade de casos de LTA no pais, porém alguns estados
de outras regides também destacam-se por apresentarem alta ocorréncia de casos, como ¢ o

caso do Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia e Maranhdo (BRASIL, 2022).

Casos UF
[ Sem casos
[Jo-50

[ 50 - 500 ba ;
I 500 - 1000 re—
I 1000 - 2947 S )

Figura 5: Casos de LTA no Brasil em 2022 por UF de infecgao.
Fonte: SVSA/MS (2022).

Nesse contexto, 0 Maranhao se destaca na regido Nordeste por apresentar altos indices
de ocorréncia da doenca, e de acordo com dados do SINAN (2023), foram notificados no estado
cerca de 17.854 casos de LTA entre os anos de 2012 a 2022, apresentando neste periodo, taxa
de prevaléncia equivalente a 263,50 casos por 100.000 habitantes. Na Figura 6 ¢ delineado o
panorama epidemioldgico dos casos de LTA no estado, baseado em célculos de prevaléncia e
incidéncia, conforme metodologia de Fletcher (2014). A anélise desses dados permite afirmar
categoricamente que, nos ultimos trés anos, ambos 0s parametros apresentaram um crescimento
acentuado. Especificamente, destaca-se o aumento significativo na prevaléncia, sugerindo uma
consolidagdo da presenca da doenga na populagao.

Ademais, ¢ possivel que outros fatores estejam contribuindo para esse aumento, tais
como a reducao na taxa de mortalidade e o acréscimo nas taxas de novos casos. Notavelmente,

o aumento de casos novos evidencia uma relagao direta de proporcionalidade entre prevaléncia
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e incidéncia, visto que uma exerce influéncia sobre a outra. No que concerne ao aumento da
incidéncia, diversos elementos podem estar desempenhando um papel nessa questao, incluindo
o aumento na disseminacdo da doenca, a manifestagdo de novos fatores de risco emergentes,
deficiéncias nas medidas de prevencao, além de uma série de outros fatores sociodemograficos
(FLETCHER, 2014).

A regional de saude de Pinheiro, no estado do Maranhdo, engloba mais de trinta
municipios situados nas areas da Baixada e Litoral maranhense. Durante o periodo
compreendido entre os anos de 2018 e 2022, de acordo com dados do SINAN (2023), foram
oficialmente registrados aproximadamente 477 casos nesta regido. Desses, a maioria ocorreu
em individuos do sexo masculino, totalizando 356 casos. Além disso, a faixa etaria mais afetada
situou-se entre 15 e 39 anos, com um total de 297 casos. Estes foram classificados como novos
casos da doenca, totalizando 454 notificac¢des, evidenciando um constante fluxo de casos novos
na regido e, consequentemente, um aumento significativo nas taxas de incidéncia da doenga.
Em sua grande maioria, os casos diagnosticados apresentaram a forma cutanea, totalizando 402

ocorréncias.
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Figura 6: Prevaléncia e incidéncia de casos de LTA no Maranhdo entre os anos de

2012 a 2022.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3 Diagnostico clinico-laboratorial e molecular da LTA

No que concerne ao diagnostico de LTA, ¢ substancial nao somente a avaliagao dos

dados clinicos e epidemiologicos, mas também a aplicabilidade de testes diagnosticos
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laboratoriais para confirma¢do da doenga, posto que varias doengas apresentam sintomas e
caracteristicas similares a leishmaniose como a hanseniase, histoplasmose, carcinomas e outras
(OLIVEIRA, 2022). Além disso, tais métodos contribuem epidemiologicamente ao permitir a
identificagdo das espécies de Leishmania em circulagdio (BRASIL, 2017). E importante
destacar que esses testes apresentam diferentes niveis de especificidade e sensibilidade,
influenciados pela qualidade dos equipamentos e materiais utilizados, assim como pelo estagio
de progressao das lesdes, as formas clinicas e as distintas espécies investigadas. Dessa forma,
os testes laboratoriais utilizados no diagnostico da LTA podem ser categorizados em quatro
tipos: parasitologicos, imunolédgicos, soroldgicos e moleculares (BRASIL, 2017).

Os exames parasitologicos tém como objetivo a deteccdo do parasito por meio dos
principais métodos disponiveis: pesquisa direta, seguido de histopatologia que ¢ um método de
baixo custo, rapidez e facilidade de manipulacdo. Este método envolve a coleta de raspados da
lesdo e bidpsias, corados com Giemsa e examinados microscopicamente para identificacdo das
formas amastigotas de Leishmania, apresentando taxa de positividade de aproximadamente
43%, sendo que a sensibilidade ¢ inversamente proporcional ao tempo de evolug¢do da lesao,
pois passado um ano, € raro obter resultados positivos, e infec¢des secundarias podem reduzir
a sensibilidade do teste (BRASIL, 2017); e o método de isolamento em cultura in vitro que
abrange o uso de meios de cultura para cultivar material bioldgico, geralmente obtido por
biopsia. Esse material ¢ mantido a uma temperatura especifica (24°C - 26°C) por cerca de um
més para permitir o crescimento do parasito, sendo depois verificada a presenca do mesmo,
porém, esse método ndo ¢ adequado para unidades de satde devido a necessidade de
profissionais treinados, equipamentos € materiais caros, ambientes especializados para evitar
contaminagao, além do longo periodo para o crescimento do patégeno (LIMA, 2017).

O teste intradérmico de Montenegro (IDRM) ¢ um tipo de teste imunologico essencial
para diagnosticar a LTA em areas endémicas, baseando-se na resposta de hipersensibilidade
celular tardia mediante a aplicagdo intradérmica de antigenos de Leishmania inativados
(PINHEIRO, 2019). Embora seja capaz de detectar infec¢des subclinicas e oferecer alta
confiabilidade diagndstica apds as primeiras semanas da lesdo cutanea, existem consideragdes
cruciais, podendo apresentar resultados negativos nas primeiras semanas, especialmente em
lesdes com mais de seis semanas, exigindo métodos diagnosticos adicionais, além disso, fatores
como imunodepressao, lesdes recentes, periodo de incubagao e reagdes cruzadas podem resultar
em falso-negativos (BENTES et al., 2015; GONTIO & CARVALHO, 2003; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015). Apesar de sua simplicidade e baixo custo, o IDRM ndo identifica

espécies de Leishmania, ndo diferencia fases da infecgdo, e sua positividade pode persistir apos
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o tratamento. Nas formas mais graves, como a difusa, o teste pode ser negativo (BRASIL,
2017). Apesar das limitacdes, o IDRM desempenha um papel crucial no diagnostico
retrospectivo de lesdes tardias, em que a deteccdo de parasitos ¢ desafiadora por outros
métodos.

Os testes sorologicos incluem a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Western
Blot e 0 Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA), e objetivam a detec¢dao de antigenos
ou anticorpos anti-Leishmania ¢ também viabiliza a avaliagdo dos anticorpos IgM e IgG do
paciente, a fim de comprovar a cura clinica, uma vez que os niveis destes anticorpos podem se
manter estaveis ou diminuirem no decorrer do primeiro ano apés a cura, € um aumento
quantitativo pode indicar a possibilidade de recorréncia da doenga (LIMA, 2017). Porém, estes
testes possuem viés, como a probabilidade de haver reagdes cruzadas com outras doencas,
reduzindo os indices de sensibilidade do teste. Semelhantemente ao observado na IDRM, ha
uma tendéncia de testes negativos realizados nos primeiros trés meses de infec¢do, bem como
em pacientes com a forma difusa da doenga e em individuos imunossuprimidos (LIMA, 2017).
Estudos vém sendo realizados com o objetivo que reduzir as reagdes cruzadas com outras
doencas por intermédio da descoberta de novos alvos de antigenos, utilizando proteinas
recombinantes selecionadas que possuem maior especificidade em relacdo ao agente causador
da doenca, sendo que algumas dessas proteinas, como por exemplo, a tryparedoxina peroxidase,
chega a apresentar sensibilidade e especificidade de até 100% (DUARTE et al., 2015).

Embora a visualizacdo microscopica de formas amastigotas seja considerada o método
padrdo para o diagndstico da leishmaniose, as técnicas moleculares estdo emergindo como uma
alternativa mais eficaz, principalmente em amostras com baixa carga parasitaria
(CHICHARRO et al., 2023), uma vez que apresentam alta sensibilidade e especificidade na
deteccao de DNA de Leishmania, possibilitando a distingdo entre géneros, subgéneros e
espécies, através da utilizagdo de alvos moleculares especificos de Leishmania, isso gragas as
peculiaridades gendmicas presentes em seu DNA, como a auséncia de introns, cromossomos
pequenos com densidades génicas elevadas, presenga de policistrons € de uma unica
mitocondria denominada cinetoplasto, contendo uma extensa cadeia de DNA cinetoplasmatico
(kDNA) (AKHOUNDI et al., 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) juntamente com os achados clinico-
epidemiologicos torna possivel o diagnostico completo e eficaz de LTA. Esta técnica molecular
possui aplicabilidade para varios tipos de amostras clinicas e sua eficacia ¢ determinada por
diversos fatores, como: o alvo selecionado para amplificacdo e o seu nimero de copias (regido

alvo conservada ou variavel), do método de extracdo empregado, do tipo de amostra bioldgica
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(bidpsias, fragmentos de lesdes cutaneas e mucosas, sangue, entre outros) € do protocolo de
PCR, se for ajustado ou elaborado (TSOKANA et al., 2014). Estudo de Akhoundi et al. (2017)
descreve varios alvos moleculares utilizados em ensaios de PCR para detec¢do de Leishmania
em nivel de género e espécie, dentre eles, os espacadores internos transcritos (ITSs), regides
nao codificantes dos genes rRNA, demonstram notavel conservagao entre diferentes espécies
de Leishmania. A amplificagdo da regidao ITS1, localizada entre os genes que codificam o RNA
da subunidade pequena e os genes 5.8S rRNA, oferece uma abordagem direta para identificagdo
de parasitos de Leishmania em lesdes clinicas. A utilizagdo dos iniciadores LITSR / L5.8S
permite a amplificacdo de tamanho varidvel de 50 a 350 pb da regido ITS1 do DNA especifico
do género Leishmania (SCHONIAN et al., 2003; MONROY-OSTRIA et al., 2014;
AKHOUNDI et al., 2017).

Na literatura cientifica, ¢ possivel observar varios estudos realizados utilizando técnicas
moleculares como a PCR ITS1 para identificagdo de Leishmania (SCHONIAN et al., 2003;
MOUTTAKI et al., 2014; LIMA, 2019), demonstrando a importancia que este teste apresenta
em termos diagnosticos, visto que auxilia no entendimento do contexto epidemiologico da
regido estudada. Ainda, a técnica de anélise de polimorfismos de fragmentos de restricao (PCR-
RFLP) ¢ utilizada para distingdo entre as espécies de Leishmania através da utilizagdo de
enzimas de restri¢do, como a Haelll, que gera fragmentos de restri¢ao distintos com base em
polimorfismos nucleotidicos (GONCALVES, 2018). A PCR-RFLP do ITSI1 ¢ particularmente
recomendada para a caracterizacdo confiavel de espécies de Leishmania em areas endémicas,
onde a presenca de multiplas espécies de Leishmania ¢ comum e se sobrepde a diferentes
quadros clinicos, sendo a identificacdo simultanea de espécies essencial nessas regides, além
disso, pacientes podem apresentar diferencas clinicas, gerando confusao no diagnostico, com
1sso, 0 conhecimento acerca dessas espécies contribui para o controle € monitoramento da
doenga, bem como também para melhorar as abordagens no tratamento, ademais, esse método
também oferece uma alternativa economicamente viavel (MONROY-OSTRIA et al., 2014;
MOUTTAKI et al., 2014).

Segundo os trabalhos de Monroy-Ostria et al. (2014), Godoy ef al. (2020) e Jariyapan
et al. (2021) ¢ evidente que a distin¢do entre as espécies de Leishmania na PCR-RFLP ¢ devido
ao padrao de bandas apresentado na eletroforese, onde a tipagem para L. braziliensis ¢
apresentada com duas bandas praticamente unidas, enquanto a espécie L. amazonensis

demonstra duas bandas separadas (Figura 7).
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Figura 7: Padrdao de bandas na eletroforese da PCR-RFLP. LA: L.

amazonensis; LB: L. braziliensis; 100: marcador 100 pb.

Fonte: Adaptado de Godoy (2020).
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3 JUSTIFICATIVA

Ao considerar as caracteristicas dos municipios da Baixada e Litoral Maranhense que
sdo atendidos pela Regional de Saude de Pinheiro/MA, torna-se crucial a identificagdo das
espécies de Leishmania que afetam a regido, especialmente em locais onde diferentes formas
clinicas da doenga coexistem. Isso contribui significativamente para o entendimento da
epidemiologia das leishmanioses e o desenvolvimento de estratégias de controle eficazes. Vale
ressaltar que diferentes espécies de Leishmania podem causar a leishmaniose tegumentar
americana e cada uma dessas espécies apresenta variacdes em termos de distribuigdo
geogréafica, patogenicidade e resposta ao tratamento, destacando a importincia da identificagdo
molecular para orientar o tratamento adequado. Além disso, a identificagdo molecular de
Leishmania também desempenha um papel vital no monitoramento da eficacia do tratamento,
na avaliagdo da resisténcia a medicamentos e na pesquisa sobre a epidemiologia da doenga. A
deteccdo de diferentes espécies de Leishmania em uma regido geografica pode indicar a
presenca de diferentes vetores ou reservatorios, o que pode influenciar as estratégias de controle
da doenga.

Com isso, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de identificar as espécies de
Leishmania de pacientes atendidos na Regional de Satide de Pinheiro/MA através da aplicacdo
da técnica molecular de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), seguida da andlise de
polimorfismos de fragmentos de restricio (PCR-RFLP) para tipagem de espécies de
Leishmania, além de avaliar os aspectos das técnicas diagnésticas empregadas utilizando
calculos como o indice Kappa para determinar o nivel de concordancia entre os testes. Também
foi averiguado a distribuicdo das espécies encontradas de acordo com o local provavel de
infec¢do, determinando os casos que sdao autdctones do municipio de notificagdo e os casos
importados, e foi realizada a caracterizacdo da populacao estudada quanto a aspectos sociais,

econdmicos e demograficos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral.

¢ Identificar as espécies de Leishmania presentes em amostras de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana atendidos na Regional de Saude de Pinheiro/MA entre

os anos de 2020 a 2022, utilizando a técnica molecular de PCR-RFLP.

4.2 Objetivos especificos.

< Avaliar as técnicas diagndsticas padrao-ouro e de PCR nas amostras de pacientes com

LTA;

% Realizar a caracterizacdo clinico-epidemioldgica da populagdo estudada quanto ao sexo,

idade, grau de instrucdo, zona de residéncia e outras variaveis;

< Distribuir geograficamente as espécies de Leishmania identificadas, distinguindo os casos

autoctones e os importados.
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S METODOLOGIA

5.1 Consideracoes éticas

Este estudo foi submetido a Plataforma Brasil sob o parecer N° 4.344.292 ¢ aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa. Os participantes da pesquisa foram submetidos a assinatura
do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) (Anexo I) apds terem
completamente compreendido os objetivos, riscos e beneficios do estudo, sendo assegurado o

direito ao sigilo e a retirada da pesquisa a qualquer momento, sem qualquer tipo de prejuizo.

5.2 Caracterizacio do estudo

Este trabalho envolveu a participacdo de 28 pacientes da Regional de Saude de Pinheiro-
MA, que foram submetidos a coleta de dados para estudo clinico-epidemioldgico a partir da
aplicagdo de questionario e subsequente coleta de amostras bioldgicas através da escarificacdao
da borda da lesao, onde posteriormente foram devidamente armazenadas e encaminhadas para
o Laboratério de Genética e Biologia Molecular (LabGeM) da Universidade Federal do

Maranhao em Sao Luis-MA, campus Bacanga.
5.3 Caracteristicas da populacio estudada

Participaram do estudo pacientes atendidos na Regional de Saude de Pinheiro/MA

diagnosticados clinicamente com leishmaniose tegumentar.

5.3.1 Critérios de inclusao.

Pacientes diagnosticados com leishmaniose tegumentar americana, de qualquer género,
com idade igual ou superior a 15 anos e inferior a 70 anos, cadastrados na Regional de Satde

de Pinheiro/MA que receberam ou nao tratamento.

5.3.2 Critérios de exclusao.

Foram excluidos do estudo, pacientes com comorbidades (diabetes, hipertensao arterial,
neoplasias, imunodepressivos, etc.) e pacientes com leishmaniose em fase aguda ou grave, visto
que estes necessitam de maiores cuidados, implicando em riscos adicionais para os

participantes.

5.3.3 Riscos.

Como a coleta de material para demonstracdo direta do parasito compreende a

escarificacdo das lesOes, a pesquisa apresenta, aos seus participantes, os riscos proprios deste
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procedimento como, desconforto, medo, dor, e em alguns casos, sangramento. A coleta sera
realizada por profissionais de saude capacitados (profissional cadastrado na Regional de
Satude), em ambiente adequado (sala de coleta, com aparatos de curativo e antissépticos),
treinados para tomarem as providéncias necessdrias para sanar qualquer um dos eventos

citados.

5.3.4 Beneficios.

O beneficio direto para o paciente ¢ o possivel diagnostico correto de sua enfermidade,
que leva imediatamente a tratamentos (ja disponiveis) mais eficientes. A médio e longo prazo,
o estudo desses pacientes levara a protocolos diagnésticos mais precisos e rapidos, € a
tratamentos mais eficientes e personalizados. Além disso, o estudo contribuird para a
caracterizacao epidemiologica de pacientes com leishmaniose da regido estudada, a educagao
continuada dos profissionais da saude, assim como a continua informagdo da populacao e
orgaos do governo sobre os novos achados cientificos relevantes para definir novas estratégias

de saude publica.

5.4 Caracterizacao clinico-epidemiologica da populagio.

Para o estudo clinico-epidemiologico descritivo obteve-se dados dos pacientes mediante
a aplicacdo de questionario disponibilizado pelo Sistema de Informag¢do de Agravos de
Notificacdo (SINAN) (Anexo 2), incluindo 28 pacientes diagnosticados entre os anos de 2020
a 2022, com o principal objetivo de obter informagdes acerca da escolaridade, sexo, profissao,
idade, naturalidade, local provavel de infec¢do, entre outros.

As fichas de notificacdo dos agravos foram devidamente preenchidas nas Unidades
Notificadoras correspondentes nos municipios e, posteriormente, encaminhadas a Regional de
Satde de Pinheiro-MA para serem devidamente integradas ao Sistema de Informagdo de
Agravos de Notificacao (SINAN).

A partir da obtencao desses dados, realizou-se a disposicao de todas as informagdes em
tabelas através do programa Microsoft Office Excel 2013, tendo sido realizados célculos de
frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%) para posterior discussao sobre a relagdo entre
as variaveis estudadas. Além disso, para fins de anélise comparativa serdo apresentados dados
de distribuicdo geografica de todas as espécies de Leishmania identificadas juntamente com os
dados de casos autdctones e importados de acordo com o local de provavel infec¢ao informado

pelo paciente durante a aplicacdo do questionario.
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5.5 Coleta de material e demonstragio direta do parasito.

Com o intuito de obter uma amostra viavel para um diagnostico confiavel, foram
tomados os seguintes cuidados: o preparo do local de onde sera coletado o material (lceras
recentes sa0 mais ricas em parasitos), onde foi feita uma limpeza vigorosa do local da lesdo
com agua e sabdo, retirando-se residuos de medicamentos ou outras substancias, seguida de
antissepsia com alcool a 70%. Quando necessario, utilizou-se um pequeno botdo anestésico
com lidocaina 1 ou 2%. Apds a limpeza, foi realizada a escarificacdo da borda interna da tlcera
ou da superficie de lesdo fechada, utilizando-se 1aminas de bisturi estéreis ou estilete. Uma
parte das amostras foram submetidas a exame parasitologico de demonstragdo direta do
parasito, tendo sido posicionadas em laminas e fixadas com corante Giemsa para posterior
visualiza¢do microscopica de amastigotas. As outras partes das amostras foram mantidas em
frasco contendo 0,5mL de NET (NaCl 0,15mM; EDTA 50mM; Tris-HCI1 0,1M/pH 7,5). Para
assegurar a qualidade das amostras de pele/DNA extraido, foi mantido o controle didrio de
temperatura (2-8°C) em geladeira até o envio para o Laboratorio de Genética e Biologia

Molecular (LabGeM) da UFMA - campus Bacanga.

5.6 Identificacdo de espécies de Leishmania por métodos moleculares.

5.6.1 Extracao de DNA.

As amostras coletadas foram devidamente rotuladas seguindo o cddigo de LC001 até
LCO0028, e armazenadas a - 20°C até a realizagdo da extragdo. Para extracdo de DNA das
amostras utilizou-se o método com fenol-cloroformio (SAMBROOK, FRITSCH &
MANIATIS, 1989), processo que abrange trés dias e envolve cuidados rigorosos para garantir
a pureza e a integridade do DNA extraido. No primeiro dia, foram adicionados 200 pl de
solucdo de lise celular, juntamente com 2 pl de proteinase K (20 mg/mL) a 500 pl da amostra
biologica, tendo essa mistura sido vigorosamente vortexada por 20 segundos. As amostras
foram colocadas em banho-maria a 42°C, e deixadas em incubacdo durante a noite para permitir
a lise celular completa (overnight). No dia seguinte, as amostras foram retiradas do banho-
maria e adicionou-se 200 ul de fenol (solucdo bifésica), sendo crucial a coleta apenas da fase
inferior. Apos vortexacgao por 20 segundos, a centrifugacao a 10.000 rpm/15°C por 10 minutos
separa as fases. O sobrenadante, contendo contaminantes como fenol e proteinas, ¢ removido
cuidadosamente, e as amostras sdo transferidas para novos tubos devidamente identificados,
adicionando-se a estes 200 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24 pl de cloroféormio para 1 pl

de alcool isoamilico). Uma nova vortexagao precede a centrifugacao a 14.000 rpm/15°C por 10
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minutos. O sobrenadante ¢ transferido para um novo tubo contendo 300 pul de alcool
isopropilico, seguido de agitacao por inversdo 50 vezes. Realizou-se uma nova centrifugagao
por 10 minutos a 14.000 rpm/15°C, e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente e os tubos
foram invertidos sobre um papel absorvente. Com os tubos ja secos, adicionou-se 300 pul de
etanol 70% e 20 pl de acetato de sddio 3M. Apos 15 inversdes suaves, os tubos foram levados
ao freezer a -20°C por 1 hora, e posteriormente foram centrifugados por 20 minutos a 14.000
rpm/15°C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado com uma pipeta e colocou-se os
tubos para secar em papel absorvente. No terceiro dia, foram adicionados aos tubos 20 pl de
solucdo TE e, entdo, armazenados -20°C. Posteriormente, utilizou-se um Espectrofotometro
NanoDrop® 2000 Thermo Scientific para determinar a concentracio e qualidade do DNA em

cada amostra, expressa em ng/uL.

5.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para a PCR utilizou-se os primers F’ (iniciador 5’ ou forward) e R’ (iniciador 3’ ou
reverse) do marcador molecular da regido do ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1), com as
sequéncias: LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5°-
TGATACCACTTATCGCACTT-3). Preparou-se o mix de amplificagdo contendo: 5 ul de 10x
PCR Bulffer, 1,5 pl de MgCl> 50mM, 1 pl de INTP 10mM, 1 pl de Primer F’ e 1 pl de Primer
R’, 0,2 pl de Taq polimerase e 13,3 pl de H>O ultrapura, totalizando 23 pl para cada amostra,
tendo sido utilizados 7 ul de DNA extraido com concentragdes acima de 50 ng/ul, sendo o
volume final de 30 pl. Os controles positivos utilizados foram de L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) e L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8). A amplificacdo foi
realizada em um termociclador de acordo com o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 95°C
por 1 minuto; 35 ciclos de desnaturagao por 30 segundos a 94°C; anelamento por 30 segundos
a 58°C; extensdo por 40 segundos a 72°C, seguido de 1 minuto de extensdo final a 72°C.
Posteriormente, com o intuito de detectar a amplificagdo dos produtos de PCR, as amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (Ludwig Biotec) com os
seguintes parametros: tempo de corrida de 40 minutos, 90v, 300 mA, sendo possivel a

visualiza¢do das bandas amplificadas através do transiluminador UV.

5.6.3 Analise de polimorfismos de fragmentos de restricio (PCR-RFLP).

Para identificacao das espécies de Leishmania, os produtos de amplificagdo da PCR
foram submetidos a PCR-RFLP, com o mix de reagdo contendo: 32,6 ul de H>O ultrapura, 4 pl
de Buffer C 10x (Promega 1mL), 0,4 ul de BSA (Bovine Serum Albumin Acetylated 150 pl) e
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1 ul da enzima de restricao Haelll (Promega), sendo um total de 38 ul de mix para cada amostra
e 10 pul de produto de PCR, com volume final de 48 pul, e em seguida foram colocados em
banho-maria a 37°C por 2 horas. Logo apo6s, verificou-se a amplificagdo das amostras a partir
da eletroforese em gel de agarose 3% (Ludwig Biotec) com os seguintes parametros: tempo de

corrida de 60 minutos, 90v, 300 mA, e posterior leitura no transiluminador UV.

5.7 Avaliacao dos métodos moleculares utilizados no diagnéstico.

Foram realizados célculos para avaliar a sensibilidade e especificidade do teste
molecular de PCR convencional, envolvendo a determinag@o da percentagem de pacientes com
resultados positivos nos testes parasitologico direto e PCR. Adicionalmente, o indice Kappa
(K) foi calculado utilizando o programa GraphPad Prism versdo 10.1.1 para Windows com o
propdsito de mensurar a concordancia entre os métodos diagndsticos empregados no contexto
deste estudo. O nivel de concordancia do indice Kappa foi determinado de acordo com as
interpretagdes desenvolvidas por Landis e Koch (1977), e ¢ definido como: discordante (<
0,00), minimo (0,01 |- 0,20), fraco (0,21 |- 0,40), regular (0,41 |- 0,60), moderada (0,61 |- 0,80),
substancial (0,81 |- 0,99), perfeita (1,00). Subsequentemente, os resultados foram tabulados no
programa Microsoft Office Excel 2013 para possibilitar discussdes fundamentadas acerca do

que ¢ relatado na literatura.

6 RESULTADOS
6.1 Caracterizacao clinico-epidemiolégica da populacio estudada.

Os dados colhidos nesta investigacdo sobre a leishmaniose tegumentar americana
proporcionam uma visdo abrangente e detalhada sobre os fatores demograficos, clinicos e
epidemioldgicos envolvidos na disseminagdo dessa doenga parasitaria (Tabela 1). Todos os
pacientes deste estudo deram entrada como novos casos da doenca e, clinicamente, foram
diagnosticados com a forma cutanea da LTA, visto que os pacientes exibiam lesdes ulcerosas
com bordas elevadas e fundo granuloso, predominando em areas especificas do corpo, como
face, bragos, maos e pernas (Figura 8). Observa-se que dentre os pacientes, a faixa etdria varia
entre 19 a 65 anos, com uma média de 33,36 +SD anos, destacando a ampla gama de idades
afetadas, sendo a maioria dos casos concentrados entre os 18 ¢ 35 anos (64,29%). Quanto ao
género, ha uma predominancia de 71,43% (N=20) de casos no sexo masculino em comparagao

com 28,57% (N= 08) no feminino.
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Surpreendentemente, uma proporg¢ado significativa ndo informou o grau de instrugdo (N=
07/25%), enquanto 28,57% (N= 08) sdo analfabetos. Em relagdo a profissdo, os dados revelam
que a maioria dos casos estd associada a ocupagao de garimpeiros (N=11/39,29%), indicando
uma possivel ligagdo entre a doenga e a ocupagao profissional.

Em termos de zona de residéncia, a maioria dos casos ¢ proveniente de areas rurais (N=
18/64,29%), apontando para uma correlacdo entre a leishmaniose e localidades menos
urbanizadas. O tratamento predominante, utilizado em 85,71% dos casos (N=24), foi o
Glucantime. Quanto a evolucdo dos casos, 46,43% (N=13) resultaram em alta por cura,
indicando uma resposta eficaz ao tratamento, porém, nota-se que na maioria dos casos
notificados (N=15/53,57%) este parametro nao foi informado.

A maioria dos casos (N=17/60,71%) ¢ classificada como autdctone da regido da baixada
maranhense, sugerindo que a infeccdo ocorreu dentro da mesma area, contudo, também
houveram pacientes que relataram outras localidades de provavel infec¢ao (N=11/39,29%) com
ocorréncia significativa na Guiana Francesa (N=9/81,82%), indicando 4reas de alta

transmissdo, mais adiante estes resultados serdo mais amplamente discutidos.

Figura 8: Lesdes cutaneas apresentadas pelos pacientes.

Fonte: Regional de Saude de Pinheiro/MA.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas, clinicas, epidemioldgicas e de tratamento dos pacientes

de LTA atendidos na Regional de Pinheiro/MA.
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Variaveis N %
| Sexo |
| Masculino 20 71,43 |
Feminino 08 28,57
| Faixa etaria (em anos) |
| 18 |- 35 18 64,29 |
36 |-53 07 25,00
54 |- 69 03 10,71
| Grau de instrucao |
| Analfabeto 08 28,57 |
Primério completo 05 17,86
Fundamental completo 03 10,71
Médio completo 04 14,29
Superior completo 01 3,57
Ignorado 07 25,00
| Profissao |
| Lavrador (a) 01 3,57 |
Pescador (a) 01 3,57
Garimpeiro (a) 11 39,29
Professor (a) 01 3,57
Ignorado 14 50,00
| Zona de residéncia |
| Urbana 10 35,71 |
Rural 18 64,29
| Classificacio epidemiologica |
| Autéctone 17 60,71 |
Importado 11 39,29

Medicacio anti-Leishmania
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Glucantime 24 85,71
Anfotericina B 03 10,72
Nio informado 01 3,57
| Doenca relacionada ao trabalho I I
| Sim 10 | 35,72 |
Nao 09 32,14
Nao informado 09 32,14
| Evolucao do caso | |
| Alta por cura 13 | 46,43 |
Nao informado 15 53,57

Fonte: Elaborado pela autora

Os dados plotados no grafico da Figura 9 apresentam a distribui¢do dos casos

notificados de LTA em diferentes municipios, onde Pinheiro emerge como o epicentro de

notificagdes neste estudo, concentrando cerca de 14 casos (50%); posteriormente, Pedro do

Rosario aparece com uma representagdo significativa de 5 casos notificados (17,87), ¢ os

municipios de Turilandia e Apicum-agu seguem com 2 notificagdes cada; por ultimo, as cidades

que apresentaram somente 1 notificacdo sdo: Santa Helena, Bacuri, Guimaraes, Palmeirandia e

Presidente Sarney.

SANTA HELENA

3.6%

BACURI -
GUIMARAES
3.6%
PALMEIRANDIA
3.6%
PRESIDENTE SARNEY
36%
TURILANDIA
71%
APICUM-AGU

PEDRO DO ROSARIO
17,9%

PINHEIRD

50,0%%

Figura 9: Casos de LTA ordenados por municipio de notificagao.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2 Diagnostico laboratorial e identificacdo de espécies de Leishmania utilizando PCR

convencional e PCR-RFLP

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos dos exames de diagndstico laboratorial e
identificacdo de espécies de Leishmania por meio de técnicas moleculares, sendo possivel
observar os seguintes dados: 21 pacientes tiveram resultados positivos no parasitologico direto
(75%); na histopatologia, foi observado resultado positivo em 19 pacientes (67,86%); a PCR
ITS1 resultou positiva em 24 amostras (85,71%), e a eletroforese em gel de agarose 1% exibiu
fragmentos com tamanho aproximado de 300 pb (Figura 10); ja na PCR-RFLP foi possivel
identificar 2 espécies de Leishmania predominantes, 7 amostras para L. braziliensis ¢ 14 para
L. amazonensis, totalizando 21 amostras (75%) positivas na PCR-RFLP, sendo que a
eletroforese em gel de agarose 3% revelou fragmentos de restricdo com tamanhos variando
entre 200-100 pb, e a comparacao desses fragmentos com os padrdes apresentados pelos
controles positivos fornece a diferenciagdo entre as espécies de Leishmania (Figura 11). Das
trés outras amostras nao tipadas, duas apresentaram bandas muito fracas que aparentemente
parecem ser compativeis com L. amazonensis, mas ndo podemos afirmar com certeza, e por

1ss0 optou-se por classificar como amostra ndo tipada.

M- la- Br- 01- 02- 03- 04- 05- 06- 07— 08- 09- 10- 11- 12- 13- 14-15-CN

300 pb

M- 16- 17— 18- 19— 20- 21- 22- 23— 24- 25— 26- 27- 28- CN

LA

300 pb ——

rLIRII

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1% contendo os produtos de
amplificacdo do DNA através da PCR do ITS1. M: marcador molecular
100 pb ladder (Ludwig Biotec).

Fonte: Elaborado pela autora.
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M- LA- LB - LC002-LC003- LCOD4- LC005- LCO06- LC0OT7- LC009-LC010-LC011- LCO12- LCO13- LC014- LCO15-CN

200 pb
100 pb ——

M- LCO016- LC017-LC019-LC021- LC022- LC023-LC024- LC025- LC026- LC027-L.CO28 - CN

200 pb
100 pb

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 3% dos produtos da PCR digeridos
com a enzima Haelll (PCR-RFLP). M: marcador molecular 100 pb ladder
(Ludwig Biotec). Controles positivos: La - L. amazonensis; Lb - L. braziliensis.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2: Resultados dos testes laboratoriais e moleculares dos pacientes estudados.

Pacientes Parasitolégico ~ Histopatologia PCR ITS1 PCR-RFLP
Direto
| ] | ! ] 1
LC001 + NC - NR
LC002 + EP + L. braziliensis
LC003 + EP + L. braziliensis
LC004 + EP + L. braziliensis
LCO005 + EP + L. braziliensis
LCO006 + EP + L. amazonensis
LCO007 + EP + L. amazonensis
LCO008 + NC - NR
LC009 - NR + NT

LCO010 + EP + L. amazonensis
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LCO11 - NR + NT
LCO012 - NR + NT
LCO013 + EP + L. braziliensis
LCO014 + EP + L. braziliensis
LCO15 - NC + L. amazonensis
LCO16 + EP + L. amazonensis
LCO017 + EP + L. amazonensis
LCO018 - NR - NR
LCO019 + EP + L. amazonensis
LC020 - NR - NR
LCO021 + EP + L. braziliensis
LC022 + EP + L. amazonensis
LC023 + EP + L. amazonensis
LC024 + EP + L. amazonensis
LC025 + EP + L. amazonensis
LCO026 - NC + L. amazonensis
LC027 + EP + L. amazonensis
LC028 + EP + L. amazonensis

Legenda: Positivo (+); Negativo (-); Nao Realizado (NR); Encontro do Parasita (EP); Nao
compativel (NC); Nao tipado (NT).

Fonte: Elaborado pela autora.

6.3 Distribuicao das espécies de Leishmania de acordo com o local provavel de infeccao

Na Tabela 3 pode ser observado a relagdo dos municipios onde a LTA foi notificada e
os locais provaveis de infeccdo segundo as espécies identificadas na PCR-RFLP, onde ¢
possivel evidenciar que a maioria dos casos ¢ autdctone do municipio de notificacdo e que a
espécie L. amazonensis possui alta ocorréncia, mais a frente esta questdo serd discutida. Pedro
do Rosario se destaca por apresentar 5 casos autdctones de pacientes infectados pela espécie L.
amazonensis, demonstrando que essa espécie ¢ circulante na cidade e sugerindo sua possivel
predominancia em relacdo a outras espécies nesta regido. Dentre os casos importados, destaca-

se como possivel local de infecg@o o territorio da Guiana Francesa que possui uma ocorréncia
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significativa de ambas as espécies de Leishmania encontradas, indicando uma diversidade de
agentes etiologicos na area, além disso, embora apenas uma espécie tenha sido identificada, a
deteccdo de L. amazonensis em um paciente proveniente de Boa Vista/RR destaca a mobilidade
e a possibilidade de infeccdo em dareas geograficamente distantes, visto a migracdo de

individuos que aumenta a disseminacao da doenca.

Tabela 3: Espécies de Leishmania encontradas através da PCR-RFLP ordenadas por municipio
de notificacdo e local de provavel infeccao.

Municipio de notificagdo Local provavel de infeccdo L. braziliensis L. amazonensis
Pinheiro Guiana francesa 4 2
Pinheiro Boa vista/RR - 1
Pinheiro Autdctone 1 -
Pinheiro Autdctone - 1
Pedro do rosario Autodctone - 5
Turilandia Autoctone - 2
Palmeirandia Autodctone -

Guimaraes Autoctone 1

Bacuri Autdctone - 1
Apicum-agu Autoctone - 1
Presidente Sarney Autoctone 1 -
Santa helena Guiana francesa - 1
TOTAL 7 14

Fonte: Elaborado pela autora.

6.4 Avaliacao dos métodos diagnosticos.

De acordo com a Tabela 4 ¢ possivel observar que 19 pacientes foram positivos tanto
no teste padrao-ouro quanto no exame molecular de PCR, estes, por sua vez, sdo considerados
verdadeiros positivos. A maioria dos pacientes (N=24/85,71%) apresentaram exame molecular
positivo, enquanto que no exame parasitologico 75% (N= 21) das amostras foram positivas,
evidenciando a alta positividade na PCR e sua eficicia no diagnostico de LTA. Além disso,
foram realizados calculos para obter as porcentagens correspondentes a sensibilidade,
especificidade e acuracia do teste, com os seguintes resultados: 90,48%, 28,57% e 75%,
respectivamente. O indice Kappa apresentou concordancia de 0,22 (IC= 95%), sendo
considerado segundo as interpretacdes de Landis e Koch (1977) como um nivel de

concordancia fraco, demonstrando que ambos os testes utilizados ndo possuem relagdo entre si.
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Tabela 4: Comparagdo de positividade entre os
métodos diagndsticos

Exame Molecular Parasitologico Direto
PCR convencional
Positivo Negativo
Positivo 19 5
Negativo 2 2

Fonte: Elaborado pela autora.

7 DISCUSSAO

A analise dos dados desta investigacdo sobre a leishmaniose tegumentar americana em
pacientes atendidos na Regional de Pinheiro/MA oferece uma perspectiva abrangente e
detalhada sobre diversos aspectos demograficos, clinicos e epidemioldgicos relacionados a
disseminagdo dessa doenca parasitdria, ndo somente na regido de Pinheiro, mas também em
cidades proximas e até mesmo distantes, demonstrando a facilidade desta doenga em se
disseminar na populacao. Todos os participantes deste estudo receberam o diagndstico de novos
casos de LTA, manifestando predominantemente a forma cutdnea da doenga. Os resultados
evidenciam um ntiimero significativo de casos entre o sexo masculino (N= 20/71,43%), em
consonancia com investigacdes anteriores sobre a leishmaniose, especialmente a revisdo
conduzida por Galvis-Ovallos ef al. (2020), revelando que 74,2% dos casos de leishmaniose
tegumentar notificados no ano de 2018, foram de individuos do sexo masculino. Essa
correlacdo remete, sobretudo, as atividades laborais desempenhadas em ambientes de elevada
transmissibilidade, como regides silvestres, aliada ao papel tradicionalmente desempenhado
pelo homem como provedor financeiro da familia, expondo-o de maneira mais significativa a
situagdes de risco, incluindo infecgoes.

Estudos também mostram que algumas respostas imunoldgicas especificas do sexo
podem depender do gendtipo masculino ou feminino, enquanto outras sdo influenciadas pelos
hormonios sexuais, porém os estudos mais discutidos envolvem a investigacdo de esteroides
sexuais que influenciam na infec¢do utilizando experimentos em animais, como exemplo, o
trabalho realizado por Sanchez-Garcia et al. (2018) que observaram uma maior propensao dos
machos as infecgdes por L. mexicana, e investigaram o impacto provocado pelo hormodnio
androgeno diidrotestosterona (DHT) nas formas promastigotas de L. mexicana. Seus resultados

indicaram um aumento significativo no crescimento dos parasitas, na taxa de infec¢do de
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macréfagos e na carga parasitaria, além de mostrarem maior resisténcia ao ataque microbicida
das células de defesa. Adicionalmente, camundongos BALB/c machos foram infectados com
parasitas tratados com DHT, resultando em lesdes maiores € com maior quantidade de parasitas
por unidade de area em comparagdo com aqueles infectados com parasitas ndo tratados. De
maneira global, esses achados sugerem que as interagcdes entre hormonios sexuais, viruléncia
do parasita, respostas imunologicas e suscetibilidade do hospedeiro sdo determinantes para o
desfecho final da infec¢do por Leishmania.

No que diz respeito ao nivel educacional, mais de 57% (N= 16) dos individuos possuem
apenas o ensino fundamental completo, ressaltando a apreensdao em relagdo a escassez de
conhecimento sobre a doenca. Essa questdo ¢ corroborada por estudos que evidenciam uma
correlacdo entre a falta de informagao sobre a enfermidade e niveis educacionais mais baixos,
conforme exemplificado por Campos et al. (2017). Esta lacuna informacional representa um
fator significativo, visto que a auséncia de informacdes dificulta a redu¢do da disseminagdo da
doenca, uma vez que as medidas preventivas nao sao devidamente conhecidas. Por este motivo,
¢ necessario que haja mais iniciativas educativas direcionadas a comunidades com menor grau
de instrugdo, desenvolvendo campanhas de conscientizagdo com linguagem acessivel,
utilizando meios de comunicagdo em massa e abordagens interativas para garantir a
compreensdo efetiva. Nas escolas, programas de educacdo em satde também desempenham
um papel crucial, capacitando os individuos a reconhecerem os riscos, sintomas e medidas
preventivas relacionadas a leishmaniose. Além disso, investir na formacao de agentes de saude
locais pode facilitar a disseminag@o de informacdes de forma adaptada as realidades especificas
de cada comunidade, e a promocao de parcerias entre setores governamentais, organizagdes
ndo governamentais e institui¢des de pesquisa ¢ fundamental para implementar abordagens
abrangentes e sustentdveis no combate a desinformacao sobre a leishmaniose.

No que concerne a distribuigdo etaria, observou-se que a maior ocorréncia de casos foi
verificada em individuos pertencentes a faixa etdria de 18 a 35 anos (64,29%), por outro lado,
a populacao idosa demonstrou ser a menos afetada pela patologia em questao (N= 3/10,71%),
esses dados corroboram com as diretrizes do Ministério da Saude, onde jovens/adultos sdao os
mais acometidos pela doenga, visto que essa faixa etdria corresponde ao periodo em que os
individuos se encontram em fases de desenvolvimento produtivo, laboral e ocupacional,
permanecendo por um intervalo prolongado em situagdes que propiciam maior exposi¢ao ao
vetor transmissor da doenca (BRASIL, 2017).

Conforme os resultados apresentados, observou-se que a categoria profissional mais

afetada por casos de leishmaniose tegumentar ¢ a de Garimpeiro, correspondendo a 11 casos
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(39,29%). Dentre esses casos, nove pacientes atribuiram a origem de sua enfermidade ao
exercicio da profissdo, sendo que um foi infectado em Boa Vista/RR e oito em garimpos na
Guiana Francesa, evidenciado uma preocupacao substancial devido as condigdes ambientais
propicias a transmissdo da doencga em areas especificas de atividade mineradora. A exposi¢ao
constante a ambientes propicios para a proliferacao do vetor, geralmente flebotomineos, coloca
os garimpeiros em risco aumentado de contrair a infec¢do. Adicionalmente, as condigdes
precarias de saneamento, combinadas a auséncia de medidas preventivas adequadas, podem
contribuir para a disseminacao da leishmaniose tegumentar nesse contexto (NASCIMENTO et
al., 2019). Os dados aqui apresentados corroboram com achados de outros estudos realizados
em diferentes regides, como na Bahia, Mato Grosso e em Oiapoque, municipio do estado do
Amap4, limitado ao norte pelo territorio da Guiana Francesa (DOURADO et al., 1989;
OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2019), destacando que o contato frequente com areas
de mata, solo e 4gua durante as atividades de garimpagem aumenta substancialmente a
probabilidade de exposi¢ao aos vetores infectados.

Outro parametro que possivelmente contribui para os riscos de infec¢do € a zona de
residéncia em areas rurais, € neste estudo cerca de 64,29% (N= 18) dos pacientes vivem nessas
regides, constituindo um grupo particularmente suscetivel a infec¢do por leishmaniose
tegumentar, dada a natureza endémica da doenca em 4areas de matas, florestas e com vegetacao
densa (LAINSON; SHAW, 1978). Ademais, fatores como a deficiéncia de infraestrutura
sanitaria apropriada em areas rurais, a edificacdo de habitacdes de forma desordenada e sem
planejamento adequado, associados a condig¢des socioecondmicas desfavoraveis, podem
contribuir para a falta de medidas preventivas eficazes (ARAUJO, 2014).

Em relacdo a medicagdo anti-Leishmania, constatou-se que 85,71% dos casos (N= 24)

®

foram submetidos ao tratamento com Glucantime™, e aproximadamente 45,83% destes

pacientes (N= 11) alcancaram alta por cura, um dado corroborado por diretrizes e investigacdes
prévias que atestam a eficécia desse medicamento no enfrentamento da doenca (BRASIL, 2017,
CAMPOS, 2017; BRASIL, 2021).

Preocupantemente, 13 pacientes (54,17%) nao tiveram evolucdo do caso informado,
assim como em outras variaveis como profissdo (N= 14/50%) e doenga relacionada ao trabalho
(N= 9/32,14%), todas estas apesar de serem campos de preenchimento essenciais ndo
obrigatorios, fornecem informagdes relevantes para a analise epidemioldgica dos casos. A
insuficiéncia de informacdes nas fichas de notificagao foi analisada por Oliveira et al. (2022)

em um estudo que avaliou a completude desses documentos provenientes da Regional de Saude
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de Pinheiro/MA entre os anos de 2017 a 2020, sendo possivel identificar uma baixa taxa de
preenchimento em diversas variaveis, dentre elas, a variavel "ocupagao" apresentou uma
completude regular de 56,57%, seguida de "doenga relacionada ao trabalho" que revelou uma
completude ainda menor, atingindo 50%, enquanto a "evolu¢do do caso" demonstrou uma
completude significativamente baixa, alcancando apenas 14,65%. Nesse contexto, observa-se
que o presente estudo também apresentou baixo nivel de preenchimento dessas varidveis, que
apesar de ndo serem obrigatorias, sdo campos cruciais em estudos epidemioldgicos e sua
auséncia compromete substancialmente a qualidade das informagdes referentes a populagdo
afetada e suas condigdes de saude, impactando diretamente na formulagdo de politicas de
tratamento e controle da doenca.

No que diz respeito a classificacdo epidemioldgica, observa-se que a maioria dos
pacientes contraiu a doencga na regido da baixada maranhense, representando 60,71% (N=17),
enquanto 39,29% (N=11) dos casos foram registrados em outras localidades. A analise por
PCR-RFLP identificou diferentes espécies de Leishmania em diferentes areas de provavel
infeccdo, sugerindo a existéncia de distintas cepas ou fontes de infecgdo em varias regioes.
Neste contexto, destacam-se 7 casos identificados como importados da Guiana Francesa,
destes, 4 amostras testaram positivo para L. braziliensis e 3 para L. amazonensis, evidenciando
uma presenca notavel de ambas as espécies, e indicando uma diversidade significativa de
agentes etiologicos na area. No periodo de 2006 a 2013, um estudo realizado por Simon e
colaboradores (2017), utilizou a técnica de PCR-RFLP para a identificacdo de espécies de
Leishmania em 745 pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar no Hospital Geral de
Caiena (LHUPM) na Guiana Francesa, e as propor¢des médias revelaram uma predominancia
de 86,2% para L. (V.) guyanensis, 9,7% para L. (V.) braziliensis, 2,8% para L. (L.) amazonensis
e 1,3% para L. (V.) lainsoni. Além disso, os autores reportaram um aumento expressivo na
ocorréncia de L. braziliensis ao longo do periodo, passando de 8,9% em 2006 para 13% em
2013, e uma propor¢do maior de casos dessa espécie em areas de garimpo, fato também
evidenciado no presente estudo.

Outro dado relevante ¢ em relacdo ao municipio de Pedro do Rosario, tendo sido
notificados 5 casos que positivaram na PCR-RFLP como sendo da espécie L. amazonensis,
evidenciando a predominancia dessa espécie no municipio em questdo, € sugerindo uma
possivel predominancia dessa espécie na area. Portanto, a deteccdo desses casos sugere a
importancia de monitoramento continuo, avaliacdo clinica dos pacientes e possivel
implementagdo de medidas para interromper a transmissdo da doenca, além de impulsionar

mais estudos nesta regido sobre os vetores e reservatorios envolvidos.
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Quanto ao diagndstico clinico-laboratorial da doenga na populagdo em estudo,
inicialmente, foram empregados métodos laboratoriais de exame parasitologico direto,
seguidos de histopatologia para a detec¢do do parasito. Estas técnicas sdo consideradas padrao-
ouro no diagnoéstico da LTA na Regional de Saude de Pinheiro/MA. Nesse contexto, 21
pacientes (75%) apresentaram resultados positivos no exame parasitologico direto, e foram
identificados amastigotas de Leishmania em 19 amostras (67,86%). Nos testes moleculares, a
PCR ITS1 revelou-se positiva em 24 amostras (85,71%), enquanto na PCR-RFLP, 7 amostras
(25%) evidenciaram positividade para L. braziliensis e 14 para L. amazonensis, sugerindo uma
presenca mais acentuada desta espécie entre os individuos infectados.

A predominancia de L. amazonensis entre os pacientes com resultado positivo para
RFLP contradiz achados de estudos em diversas regioes do pais (RODRIGUES et al., 2002;
SILVA, 2017; CARVALHO, 2018;). Essa discrepancia ¢ notavel, pois L. braziliensis é a
espécie preponderante no territorio brasileiro (BRASIL, 2017). A predomindncia de L.
amazonensis neste estudo pode ser atribuida a multiplos fatores, incluindo o aumento da
proliferacdo do vetor especifico dessa espécie, no caso, o flebotomineo Lutzomyia
flaviscutellata. Este inseto € caracterizado como estritamente silvestre, com baixa antropofilia,
habitos alimentares predominantemente noturnos e ocorre principalmente em florestas
residuais baixas, geralmente imidas e de dificil acesso para os seres humanos (LAINSON,
1985). Portanto, sdo necessarios estudos para validar essa hipotese, contribuindo assim para a
compreensao da maior circulagdo de L. amazonensis na regido e dos fatores envolvidos nesse
evento.

Na anélise dos testes diagnosticos implementados no presente estudo, evidenciou-se
uma elevada taxa de positividade no exame molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (N= 24/ 85,71%). Isso corrobora a notavel sensibilidade desta técnica em comparagdo
com o padrdo-ouro empregado na Regional de Saude de Pinheiro/MA. A PCR demonstrou a
capacidade de diagnosticar casos ndo identificados pelo parasitoldgico direto, ressaltando sua
eficacia na detec¢do da presenga do parasito. Resultados similares foram corroborados por
estudos prévios (MACHADO, 2004; MOUTTAKI, 2014; SILVA, 2017). Contudo, a
constatacdo de que 19 pacientes apresentaram resultados positivos em ambos os testes enfatiza
a importancia de empregar dois métodos diagnosticos. Neste contexto, a PCR revelou-se de
extrema relevancia no diagndstico da doenga, funcionando como um complemento valioso ao
padrao-ouro ja utilizado na Regional de Saude. Essa abordagem dual fortalece a robustez
diagnostica e a confiabilidade dos resultados obtidos. No que concerne ao indice Kappa, foi

observado um nivel de concordancia fraco (K=0,22; IC=95%) entre os dois métodos utilizados,
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sugerindo uma associagdo ndo significativa entre os testes. Esse achado esta em consonancia
com os resultados do estudo de Assis (2010), que empregou amostras sanguineas de caes
diagnosticados com leishmaniose visceral para conduzir a PCR, além de utilizar métodos
diagndsticos adicionais, como a pesquisa direta do parasito. No referido estudo, assim como no
presente, o indice Kappa indicou uma concordancia fraca, atribuida provavelmente a elevada
positividade da PCR na detecgao do parasito. O autor ressalta a importancia de exercer cautela,
uma vez que a PCR identifica exclusivamente o DNA de Leishmania e ndo constitui um
diagnéstico direto da doenga, sendo utilizado como um teste complementar ao diagnostico

clinico-laboratorial.

8 CONCLUSAO

e Na PCR-RFLP, foram identificadas 7 amostras tipadas para L. braziliensis e 14 para L.
amazonensis,

e A PCR do ITS1 possui maior positividade e sensibilidade se comparado com o padrao-
ouro;

e Houve maior ocorréncia da doenca no sexo masculino, faixa etaria entre 18|-35 anos, baixa
escolaridade, correlacionada as atividades laborais em garimpos e areas rurais de alta
transmissibilidade;

e A maioria dos casos importados vieram da Guiana Francesa e constatou-se uma alta

ocorréncia de L. amazonensis em Pedro do Rosario.
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ANEXOS
Anexo 1

Universidade Federal do Maranhio
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(maiores de 18 anos)

ESTUDO: INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA E ETNOFARMA COLOGICA EM PACIENTES COM
LEISHMANIOSE ATENDIDOS NA REGIONAL DE SAUDE
DE PINHEIRO-MA.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informacgdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia
atentamente. Caso tenha duvidas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento sera
assinado ¢ so6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboracfio sera muito importante para nos. Mas, se

quiscr desistir a qualquer momento, isto ndo causara ncnhum prejuizo a vocé.

Bl NS erin OO me DIOTISSA0Y . - oo o e S e S S A 5
Festdente e o CIIAU B T e a e e e e e s e s .
, abaixo assinado(a), concordo de livre ¢ espontinea vontade cm participar como voluntario(a) do
estudo “INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA E ETNOFARMACOLOGICA EM PACIENTES
COM LEISHMANIOSE ATENDIDOS NA REGIONAL DE SAUDE

DE PINHEIR(O-MA”. Declaro que oblive todas as informacdes necessarias, bem como lodos os

eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

I O estudo ¢ necessario para que sc possa identificar quais as espécies de Leishmania sp. Que
cstio circulando no municipio de Pinheiro. E investigar, em cnsaios pré-clinicos, o potencial
anti-protozoario das espécies vegetals mais usadas no tratamento da Leishmaniose, conforme o
levantamento Etnobotéanico.

1) Sera feita uma coleta de material para demonstragao dircta do parasito ¢ posterior analise para
identificagdo da espécic de Leishmania presente na lesdo.;

I1I) Uma vez que envolve a colecta de material para demonstragido dircta do parasito por
cscarificagdo, a pesquisa apresenta, aos scus participantes, os riscos préprios deste
procedimento. Nesse caso, algum desconforto, medo, dor, em alguns casos, sangramento. A
coleta sera realizada por profissionais de saiade capacitados (profissional cadastrado na
Regional de Saude), em ambiente adequado (sala de coleta, com aparatos de curativo e
antissépticos), treinados para tomarem as providéncias necessarias para sanar qualquer um dos

eventos citados.
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V) A participagio neste projeto nio tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como nio
me acarretard  qualquer despesa financeira com relagdo aos  procedimentos
médico-clinico-terapéuticos efetuados no estudo;

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracio neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de qualquer explicacio;

Vi) A desisténeia ndo causard ncnhum prejuizo 4 minha saude ou bem estar fisico. Nao vird
interferir no atendimento ou tratamento médico;

VII)  Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais néo scjam mencionados;

VII) Caso cu descjar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa.

( ) Descjo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Nao descjo conhecer os resultados desta pesquisa.

IX) Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela
Comissio de Etica deste Instituto e pelo responsivel por esta pesquisa. Caso minha
manifesta¢do seja positiva, poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento sem qualquer
prejuizo para mim.

( )Sim ou ( )Nio

IX ) Poderei entrar em contato com a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos — UFMA, no Fone (98) 3272-8708 (e-mail: cepufma@ufma.br) ou Dra. Mayara
Cristina Pinto da Silva nos telcfones (98) 3272-8548 ou (98) 98803-0375 (c-mail:
mayara.silva(@ufina. br) para recursos ou reclamagdes em relagio ao presente estudo.

X) O sujeito de pesquisa ou scu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as  folhas do

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido — TCLE - apondo sua assinatura na tltima pagina do

referido Termo.

X1) O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do  Termo de

Consentimento Livre ¢ Esclarecido — TCLE- apondo sua assinatura na ultima pagina do referido

Termo.

XII)  Resolugio 466/12 — Estou recebendo uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Sdo Luis, de de 20 .

( ) Paciente / ( ) Responsavel

Responsavel pelo Projeto:

DrA. Mavara CristiNae PINTO DA Sipva
Proressor Apjunto - UFMA
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Anexo 2
Republica Federativa do Brasil SINAN
Ministério da Saade SISTEMA DE INFORMAGAQO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO N°

FICHA DE INVESTIGACAO LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

[ CASO CONFIRMADO:
Leishmainiose cutanea: todo individuo com presenca de Ulcera cutanea, com fundo granuloso e bordas infiltradas em moldura,
com confirmacao por diagnostico laboratorial ou clinico epidemiolégico.
Leishmaniose mucosa: todo individuo com presenca de Ulcera na mucosa nasal, com ou sem perfuracao ou perda do septo
nasal, podendo atingir labios e boca (palato e nasofaringe), com confirmacao por diagndstico laboratorial ou clinico epidemiolégico.

Tipo de Notificagéo
ﬂ 4 ¥ 2 - Individual

2 Agravo/doencga Codigo (CID10) |; 3 | Data da Notificacéo
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA Bs55.1 JH NN

’Z UF || § | Municipio de Notificagdo Cadigo (IBGE)
) J

Dados Gerais

S I O I
Lﬂ Unidade de Salde (ou outra fonte notificadora) Cédigo 7 |Data do Diagndstico
S Y J

L il il

?| Nome do Paciente J 9 | Data de Nascimento

L 01 03

=
2 1-Hora | Gestante 13| Raca/C: ‘
:E ﬁ| (OU) Ioade 2- Di? il l\;.—&?:ic;:zo |: hld 1-1°Trimestre  2-2°Trimestre 3-3°Trimestre I_‘ aca/ol 7‘
= 13- Més ol d 4- ldade gestacional Ignorada 5-Nao  6- Néo se aplica 1-Branca  2-Preta 3-Amarela
5 | | 4 - Ano =rgneraco 9-ignorado 4-Parda B-Indigena  9- Ignorada
o |[14|Escolaridade
'a 0-Analfabeto  1-1% a 42 série incompleta do EF (antigo primaric ou 1° grau) 2-4° série completa do EF (antigo primario ou 1° grau) :I
5 3-5° a 87 série incompleta do EF (antigo ginasic ou 1° grau) 4-Ensino fundamental completo (antigo ginasio ou 1° grau)  5-Ensino médio incomplete (antigo colegial ou 2° grau )
=) 6-Ensino médio completo {antigo colegial ou 2° grau ) 7-Educacao superior incompleta  8-Educacao superior completa  9-Ignorado  10- Nao se aplica
2 -
Z [|15] Namero do Cartao SUS Nome da mae ‘
\HHHIIIIIIIIJ
17i UF F Municipio de Residéncia Cédigo (IBGE) lj} Distrito J
Jo O Y
g W Bairro J Logradouro (rua, avenida,...) Codigo J
<§
2 | [ A
é 22 Namero @Complemento (apto., casa, ...) 24|Geo campo 1
- [— J J
E E‘ Geo campo 2 lezs Ponto de Referéncia (27| cep
2 J NENRED
23| (DDD) Telefone m Zona1 Ui D R :l Pais (se residente fora do Brasil)
L L 1 3 6% [ 1 J J 3 - Periurbana 9 - Ignorado J
3 N
[7 Dados Complementares do Caso )
F E ﬁ Data da Investigagdo 32| Ocupacao
- |
=5
§ (33 Presenca de Lesdo 34} Em Caso de Presenca de Les3o Mucosa, [35] Co-infecgdo HIV D
B | cutanea Ha Presenga de Cicatrizes Cutaneas
=) 1-Sim 2-Nao — - ; 5
é 1 Mucosa 1-Sim 2 _Nio 1-Sim 2 -Nao 9 - Ignorado
S L
z & ﬂ Parasitolégico Direto [ 37| IRM 7 38| Histopatologia ]
TE ‘ - : “ . " ; “ ’ 1 - Encontro do Parasita 2 - Compativel
& 5|| 1-Positivo 2- Negativo 3 - Nao Realizado| | 1 - Positivo 2 - Negativo 3 - Nao Realizado 3 - Nao Compativel 4 - Nao Realizado
£ 2| [39 Tipo de Entrada [] lﬂ EpirmcliiGa L]
co 1-CasoNovo 2-Recidiva 3-Transferéncia 9- Ignorado J 1 - Cuténea 2 - Mucosa 9- Ignorado J
41| Data do Inicio do Tratamento ﬂ Droga Inicial Administrada |
| I | I | 1] JL 1- Antimonial Pentavalente 2 - Anfotericinab 3 - Pentamidina 4 -QOutras 5 - Nao Utilizada J
=1
E 43| Peso 44§Dose Prescrita em mg/kg/dia Sb+5 | |
5 ‘ Kg ’ 1 - Menor que 10 2 - Maior ou igual a 10 e menor que 15 3-iguala 15
= — 4 -Maior que 15 e menor que 20 5 - Maior ou igual a 20
- 45| N° Total de Ampolas Prescritas 46| Outra Droga Utilizada, na Faléncia do Tratamento Inicial D
_AmpolasJ 1 - Anfotericina b 2 - Pentamidina 3-OQutros 4 - Nao Se Aplica J
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Conclusao

1 - Autoctone 2 - Importado 3 - Indeterminado

47 Criterio de Confirmagao E‘ 48| Classificagdo Epidemiologica
1 - Laboratorial 2 -Clinico-Epidemiologico |

Local Provavel de Fonte de Infecgdo

O caso & autéctone do municipio de residéncia? |_| fi:ﬂ UFJ ﬁ| Pais

1-Sim 2-N&o 3-Indeterminado J J L
A e S

FMunicimo ‘ Cédigo (IBGE) ‘@ Distrito {ﬁ\ Bairro
| | J J

[ |

56| Evolugédo do Caso i
1-Cura 2-Abandono 3-Obito por LTA
4-Obito por outras causas 5-Transferéncia 6-Mudanca de diagnostico

55 Doenga Relacionada ac Trabalho [ |
L 1-Sim 2 -N&o 9 - Ighorado J

]

F‘ Data do Obito J 58| Data do Encerramento
| [ | J

Informagdes complementares e observagées

Deslocamento (datas e locais frequentados no periodo de seis meses anterior ao inicio dos sinais e sintomas)

-

|

Data UF MUNICIPIO Pais

i . " 3 - - - . iy
Anotar todas as informacgdes consideradas importantes e que nao estdo na ficha (ex: outros dados clinicos, dados
laboratoriais, laudos de outros exames e necropsia, etc.)

MI\\

‘ Municipio/Unidade de Salde

Codigo da Unid. de Saude

J

Fungéo Assinatura

|

Investigador

Nome J

L

J
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