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1. OBJETIVOS

Geral

-

2.1

2.2

2.3

Avaliar a acuracia do LeishFERON associado a quantificacdo de biomarcadores para
identificacdao de individuos assintomaticos com LTA

Caracterizar a populacao de estudo quanto aos aspectos clinicos epidemioldgicos,
hematimétricos e bioquimicos antes e apds a exposicao ciclo silvestre da Leishmania

Avaliar a evolugao dos niveis de IFN-y em humanos recém-expostos ao ciclo silvestre da
Leishmania

Quantificar biomarcadores quimiocinas e citocinas sugestivas de infeccao por Leishmania em
humanos recém-expostos ao seu ciclo silvestre




2. MATERIAIS E METODOS

Populagao
2.1 Delineamento Experimental 111

Coleta de amostras pré-exposicdo

Tempo 0 dias
Sorologia, anamnese, parametros hematoldgicos,

parametros bioquimicos, LeishFERON modificado,

Multiplex
Fluxograma — Etapa 1 |
r 0 Sorologia
4 grupos possiveis

< y ///  ’

Grupo 1 - Individuos com sorologia Grupo 2 - Individuos com sorologia
positiva na pré-exposicao (SA+) negativa na pré-exposi¢ao (SA-)

l l

LeishFERON LeishFERON

- Individuos com

- Individuos com - Individuos com - Individuos com

sorologia e IFN-Y positivos
na pré-exposicao (SLA+)

sorologia positiva e IFN-Y negativo
na pré-exposicao (S+L-A)

sorologia e IFN-Y negativos
na pré-exposicao (SLA-)

sorologia negativa e IFN-Y positivo
na pré-exposicao (S-L+A)

Coleta de amostras pos-exposicdo




Coleta de amostras pos-exposicdo

Tempo 90 dias
Sorologia, anamnese, parametros hematoldgicos, parametros bioquimicos, LeishFERON modificado, Multiplex

- Individuos com - Individuos com - Individuos com - Individuos com
sorologia e IFN-Y positivos sorologia positiva e IFN-Y negativo sorologia e IFN-Y negativos sorologia negativa e IFN-Y positivo
na pré-exposicao (SLA+) na pré-exposicao (S+L-A) na pré-exposigﬁo (SLA-) na pré-exposicao (S-L+A)

! |
Altera LeishFERON pré-exposicdo? Altera Sorolo gia re exposicdo? Altera Sorologia pré-exposicdo?

— —
Sim - Sorologla (+) Nao - Sorologla (+) @ Sim - N3ao - Sorologia Sim -
e IFN-y (-) e IFN-y (-) (-) e IFN-y (-) (-) e IFN-y (+) e IFN-y (+)

\/

Altera LeishFERON pré-exposicdo?
T~

/
Fluxograma — Etapa 2 Al SR E e N(gj;’; ;SFol\llr?lo(f_;)ia Altera Sorologia e LeishFERON e
Y pré-exposicdo?
-— T~

N3ao - Sorologia (-) e

IFN-y (-)

-~ |

Com lesdo
Microscopia miRNAs, qPCR spp

: !

Tempo 270 dias - Acompanhamento

\
Sem lesdo

-— ~

Microscopia miRNAs, qPCR spp




2. MATERIAIS E METODOS
2.2 Area do Estudo

Wikimapia Satellite
B

Dormida

Rio_Preto
da'Eva

Wikimapia Satellite  [B3
> X

Wikimapia CC-BY-8A 27217545 places

Fonte: Adaptado de Google Earth, 2018.



2. MATERIAIS E METODOS
2.3 Metodologias

Anamnese

Ensaio de qPCR
(PCR em tempo
real) Multiplex

Avaliacao da
expressao de mRNA
da resposta Thl, Th2,
Th1l7, Treg

Biomarcadores

em LTA Hemograma

Quantificagcao das Parametros
citocinas por Bioquimicos

Multiplex Citometria de fluxo

na avaliacao de
subpopulacoes
celulares ex vivo




3. RESULTADOS ESPERADOS

Identificacao de microRNAs
sinalizadores dos fendétipos da LTA

Identificacao de biomarcadores
soluveis sinalizadores de infeccao
por LTA

Determinacdo da acuracia do
LeishFERON como teste de
triagem para assintomaticos
infectados por LTA



4. RESULTADOS PARCIAIS
4.1 Socio-demographic data - States and age

Variable Participants
(population)= 111 100 %
States (8)
AM 50 45,0
PA 20 18,0
RR 11 9,9
RO 10 9,0
AC 7 6,3
AP 5 4,5
MA 4 3,6
RJ 2 1,8
Age years
Younger 21,3
Older 39,5
Mean 27
Median 27

Mode 5




4. RESULTADOS PARCIAIS
4.2 Socio-demographic data - Municipalities

Variable Participants (population)= 111 100%

Municipalities (24)
Manaus
Boa Vista
Maraba
Tabatinga
Guajara-Mirim
Tefé
Macapa
Rio Branco
Sao Gabriel da Cachoeira
Altamira
Belém
Humaita
Itaituba
Barcelos
Cruzeiro do Sul
Imperatriz
Porto Velho
Sao Luis
Tucurui
Caceres
Clevelandia do Norte
Epitaciolandia
Nova Iguacgu
Rio de Janeiro

= N
Ogo
(0 0 JINLN

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
~

~

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

~

HERRRNNNNNNWOWWWWRARARANOO DR

OOOOOHHHHHl—Ll\)NNNwwwO\\I\IOO
O OVOVWOVWWOWWOWOOWOVAONNNNOTOODIIODWNN -

~




4. RESULTADOS PARCIAIS
4.3 Recent clinical history collected by anamnesis form before exposure

Variable Participants (population)=
111 100 %

Visited any forest areas in the last 6 months 55 49,5
Has any allergies 14 12,6
Has skin lesions 8 7,2
Take any medicine 4 3,6
Has a cough 3 2,7
Activity in a wild environment that you perform 3 > 7
outside the BA* !
Smoker 3 2,7
Has a headache 2 1,8
Has gastrointestinal disorder 2 1,8
Reports a previous case of Leishmaniasis 1 0,9
Has fever 1 0,9
Has skin rash 1 0,9
Feel pain in the body 1 0,9
Has arthritis or arthralgia 1 0,9
Stop doing any of the course activities due to physical 1 0,9

problems

*BA: Brazilian Army



4. RESULTADOS PARCIAIS
4.4 Recent clinical history collected by anamnesis form before exposure

Variable Participants (population)=
111 100 %
Related allergies
Not specified 3 2,7
Dipyrone 2 1,8
Sulfa 2 1,8
Acetylsalicylic Acid 1 0,9
Amoxicillin 1 0,9
Cephalexin 1 0,9
Crustaceans 1 0,9
Dust 1 0,9
Iodine 1 0,9
Lactose 1 0,9
Total 14 12,6
Related take any medicine
Omega 3 1 0,9
Nimesulide 1 0,9
Artrolive 1 0,9
Camex 1 0,9
Total 4 3,6

~




4. RESULTADOS PARCIAIS
4.5 Pre-exposure laboratory data - hematimetry and biochemistry

Hematimetry M}xi-mu-m\ Minimum Mean Median Mode
WBC! (x103/uL?) 12,9 4,0 6,5 6,3 6,0
RBC3 (x10%/ ulL) / 3,9 4,7 4,7 4,6
HGB* (g5/dL®) 16,9 10,0 14,2 14,3 14,0
HCT (%) 48,9 29,6 40,9 41,2 43,0
PLTS (x103/uL) 350,0 158,0 227,7 224,0 224,0
PCT? (%) 272,0 139,0 180,0 180,0 157,0
VCM!1O (fL11) 95,0 60,0 88,1 89,0 89,0
HCM?2 (pgt3) 39,7 19,7 30,5 30,7 31,0
CHCM?** (g/dL) 45,0 24,5 34,8 34,5 34,4
RDW15 (%) 18,6 12,2 13,8 13,6 13,6
VPM16 (fL) 9,7 3,5 7,9 7,8 7,8
PDW17 (%) 21,8 14,4 17,9 18,0 17,4

Biochemistry Maximum Minimum Mean Median Mode
CK1i8 @ 36,0 205,8 155,5 129,0
CK-MB?° ,0 7,0 17,0 15,0 13,0
Urea 65,3 17,0 38,4 37,3 39,4
Creatinine 1,5 0,9 1,1 1,1 1,1

White blood cell; 2. Microliter; 3. Red blood cell; 4. Hemoglobin; 5. Gram; 6. Deciliter; 7. Hematocrite; 8. Plaquetes; 9. Plaquetocrite; 10. Volume corpuscular médio; 11. Phentoliter; 12.
Concentracdao de hemoglobina corpuscular média; 13. 15. Red cell distribution width; 16. Volume plaquetario médio; 17. Plaquete distribution width; 18. Creatine kinase; 19. Creatine kinase MB
fraction.



4. RESULTADOS PARCIAIS
4.6 Post-exposure laboratory data - hematimetry and biochemistry

Hematimetry Man(imuk Minimum Mean Median Mode
WBC! (x103/ulL?2) 12,6 4,8 7,8 7,7 7,8
RBC3 (x10%/ ulL) - 4,1 4,7 4,7 4,6
HGB* (g°/dL®) 45,4 13,5 15,7 15,2 15,1
HCT? (%) 47,8 37,3 43,1 43,0 43,4
PLT® (x103/uL) 384,0 138,0 238,8 240,0 220,0
PCT® (%) 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2
VCM10 (fL11) 99,1 80,7 92,0 92,6 94,1
HCM12 (pgi3) 35,5 27,3 32,4 32,8 34,1
CHCM14 (g/dL) 36,3 28,5 35,2 35,4 35,6
RDW15 (%) 16,1 11,3 12,8 12,9 13,1
VPM16 (fL) 10,8 6,7 8,9 8,9 8,6
PDW?7 (%) 16,6 13,1 16,0 16,0 15,9

Biochemistry Maximum Minimum Mean Median Mode
CK18 17,0 552,7 235,5 181,0
CK-MB?° 229,0 1,0 38,5 30,0 5,0
Urea 64,7 24,1 37,2 36,3 41,9
Creatinine 1,1 0,3 0,6 0,7 0,3

White blood cell; 2. Microliter; 3. Red blood cell; 4. Hemoglobin; 5. Gram; 6. Deciliter; 7. Hematocrite; 8. Plaquetes; 9. Plaquetocrite; 10. Volume corpuscular médio; 11. Phentoliter; 12.
Concentracdao de hemoglobina corpuscular média; 13. 15. Red cell distribution width; 16. Volume plaquetario médio; 17. Plaquete distribution width; 18. Creatine kinase; 19. Creatine kinase MB
fraction.



4. RESULTADOS PARCIAIS

4.7 Leishmaniasis serology - number of samples with significant variation in IgG1 and IgG3 levels after exposure

Number of patients with Increase I1gG1 5
Number of patients with Increase 1gG3 10
Number of patients with Increase IgG1 and 1gG3 4
IgG1 IgG3
9 -
42 42
74 74
77 77
87 87
Identification of samples with Increase - 17
- 41
- 47
- 86
- 96
- 116
Number of patients with decrease IgG1 2
Number of patients with decrease 1gG3 5
Number of patients with decrease IgG1 and IgG3 -
IgG1 IgG3
18 -
106 -
Identification of samples with decrease 155
- 70
- 72

111 1%




4. RESULTADOS PARCIAIS
4.1 Clinical manifestations leishmaniasis

6 militares (4 com imagens) foram diagnosticados com leishmaniose ao fim dos 270 dias de
acompanhamento
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