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Diferenciagéo entre as formas cutanea e mucosa da Leishmaniose Tegumentar Americana a
partir de caracteristicas clinico epidemioldgicas e exames imunoldgicos em area endémica de

L. (V.) braziliensis.

RESUMO:

Introducdo: a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca negligenciada
tanto em relacdo a métodos diagndsticos de baixa complexidade como em relacdo ao
tratamento pelo uso de medicacdo extremamente tdxica e sem esquemas terapéuticos com
associacOes medicamentosas ha mais de 100 anos. O diagndstico preciso das formas clinicas
de LTA ¢ importante porque a forma mucosa requer maior tempo de tratamento com drogas
toxicas, tem uma evolucao crdnica, uma alta taxa de recorréncia, podendo gerar deformidades

e morte.

Métodos: nosso objetivo foi estudar o perfil clinico e exames laboratoriais de pacientes
tratados em clinica de referéncia para LTA no HUB-UnB, no Centro-Oeste do Brasil entre
2001-2014, para diferenciar a forma mucosa (LM) da cutanea (LC), utilizando andlise

multivariada.

Resultados: de 1019 pacientes com lesdes suspeitas, 737 tiveram LTA. A andlise univariada
mostrou que os pacientes com LM, quando comparado aos LC, tinham maior idade média (p
<0,001), maior duracdo da doenca (p <0,001), menor nimero de lesdes (p <0,001), maior
didmetro no teste de Montenegro (IDRM) e maiores titulos na imunofluorescéncia indireta
(IFA) (p = 0,001). A andlise multivariada mostrou que um fator de confusdo pode ter

influenciado os resultados da analise univariada e os valores tornaram-se nado significativos.

Conclusdes: maior diametro da IDRM, titulos elevados da IFA, bem como o0s pacientes de
maior durac&o idade e da doenca, estéo associados a forma LM, mas ndo podem ser utilizados

como Unico critério para diferenciagéo.

Palavras chave: Leishmaniose Tegumentar Americana, Diagndstico; Intradermorreacdo de

Montenegro, Imunofluorescéncia Indireta; Leishmaniose mucosa.
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Differentiation between the cutaneous and mucosal forms of American Tegumentary
Leishmaniasis from clinical epidemiological features and immunological tests in an endemic

area of L. (V.) braziliensis.

ABSTRACT:
Introduction: the American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a neglected disease both in
relation to low-complexity diagnostic methods as compared to treatment by the use of highly
toxic drug with no therapeutic regimens in combination therapy for over 100 years. The
accurate diagnosis of the clinical forms of ATL is important because the mucosal form
requires longer treatment with toxic drugs, has a chronic evolution, a high recurrence rate and
cause disfiguring scars and death.
Methods: Our objective was to study the clinical profile and laboratory tests from patients
treated at a referral clinic for ATL at HUB-UnB in Midwest Brazil from 2001 to 2014 to
differentiate mucosal (ML) from cutaneous (CL) forms using a multivariate analysis.
Results: Of 1019 patients with suspicious lesions, 737 had ATL. Univariate analysis showed
that patients with ML, when compared to CL, were older (p<0.001), had longer disease
duration (p < 0.001), lower number of lesions (p<0.001), higher values of Montenegro skin
test (MST) (p=0.042) and tittles of indirect immunofluorescence assay (IFA) (p=0.001).
Multivariate analysis showed that a confounder influenced the univariate analysis result.
Conclusions: High titles of MST and IFA, as well as patients with higher age and disease
duration, could be associated with the form ML, but this information cannot be used as the

sole criterion for differentiation.

Keywords: American Tegumentary Leishmaniasis; Diagnosis; Montenegro Skin Test; Indirect

Immunofluorescence; Mucosal Leishmaniasis
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1. INTRODUCAO:

A leishmaniose acompanha a humanidade desde a antiguidade. Ceramicas pré-
colombianas, de 400 a 900 anos a.C. ja mostravam reproducfes humanas com mutilacbes
nasais e no labio superior sugestivas de leishmaniose (COX, 2002; UL BARI, 2006).

A Leishmania é um protozoario que vive alternadamente em hospedeiros vertebrados
e insetos vetores (flebotomineos), sendo estes responsaveis pela transmissdo do parasito entre
seus hospedeiros-reservatorios através do repasto sanguineo de fémeas infectadas pelas
formas promastigotas (ALVAR et al., 2012; WHO, 2015).

A interacdo das diferentes subespécies do parasito com o ser humano produz diversas
manifestacdes clinicas sendo as principais a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose
tegumentar (LT). A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) considerada uma doenca
reemergente de transmissao vetorial esta presente em 18 paises das Américas, sendo 82,6%
dos casos concentrados no Brasil e paises andinos, especialmente Colémbia e Peru. Mais de
350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contrair a Leishmaniose e 12 milhdes ja
estdo infectadas segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) (ALVAR et al., 2012;
WHO, 2015).

O diagnéstico da leishmaniose tegumentar Americana (LTA) é realizado pelo quadro
clinico associado a epidemiologia e testes laboratoriais. As lesbes apresentam ampla
variedade de aspectos como papulas, nédulos, ulceras, tubérculos ou placas infiltradas, o que
abre amplo leque de outras doengas como diagndstico diferencial. A identificacdo do parasito
por esfregaco e cultura sdo métodos de certeza, mas apresentam baixa sensibilidade. Testes
imunolégicos, como a intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI) sdo técnicas com adequada sensibilidade, mas apresentam
reacdo cruzada com outras doencas. Métodos moleculares como a reacdo em cadeira de
polimerase (PCR Polymerase Chain Reaction) apresentam alta sensibilidade e especificidade,
contudo sdo técnicas com elevado custo (FARIAS et al., 2016; GOMES et al., 2014a; GOTO;
LINDOSO, 2010; RASTI et al., 2016a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

A LTA apresenta como formas principais a leishmaniose cutanea (LC) e a
leishmaniose mucosa (LM). A LC geralmente se manifesta como lesdo ulcerada localizada
Unica ou maltipla, com boa resposta ao tratamento. J& a LM se manifesta por infiltracdo da
oro e nasofaringe com lesbes vegetantes, ulceradas e destrutivas, tem carater cronico e de
dificil tratamento (GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012; MINISTERIO; VIGILANCIA,
2010).
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A literatura mostra que a LM apresenta maior tempo de doenca e testes imunolégicos
(IDRM e IFI) com valores mais elevados (CUBA CUBA et al., 1980). A identificacdo de
caracteristicas clinico laboratoriais que diferenciem a LC da LM seria Gtil no tratamento e

preveniria reinfecgdo e recidiva.

1.1 HISTORICO:

No Velho Mundo, ha relatos na biblioteca do Rei Assurbanipal da Assiria (ca. 690 -
627 a.C.) em Neinava (atual Mosul, Iraque) de lesdes cutaneas que caracterizam a “oriental
sore” (Boté@o do Oriente), estes textos sdo baseados em relatos mais antigos de 1.500 a 2.000
a.C. da regido da bacia dos rios Tigre e Eufrates na Mesopotamia (COX, 2002; UL BARI,
2006). Descricdes detalhadas de lesbes cutaneas compativeis com leishmaniose foram
realizadas por diversos médicos arabes no século X. Gorgani (ca. 1042-1136 d.C.) e Avicenna
(ca. 980 - 1037 d.C) caracterizaram a “balkh sore” do Norte do Afeganistdo, chamada na
lingua persa de “Pashegazidegui” (botdo da picada do inseto) ou “Salak” (botdo de um ano).
(AKHOUNDI et al., 2016; RAFATI; MODABBER, 2014)

No Novo Mundo ceramicas pré-colombianas, de 400 a 900 anos a.C. (huacos
peruanos) mostram reproducdes humanas sadias e com diferentes doencgas, destacam-se
figuras com mutilagOes faciais semelhantes a lesfes cuténeas (uta) e mucosas (espundia) de
leishmaniose. Estudos em mulmias no Chile demonstraram lesbes de pele e mucosas
caracteristicas de leishmaniose. O espanhol Pedro Pizarro, irméo cacula de Francisco Pizarro
0 ‘Conquistador do Peru’, relata em 1533 ao adentrar nos vales dos Andes a presenca de
muitos indios com a “doenca dos narizes” apresentando deformidades faciais. (ANIS RASSI
JR, ANIS RASSI, 2015; COX, 2002; FURTADO; DO VALE, 2005; RABELLO, 1925a)

Figura 1 — Huaco mochica exibindo mutilagdo do nariz e labio superior, lesoes sugestivas de
espundia, conforme Ashmead (1900), Rabello (1925), Tello (1938), Herrer (1956), Pessoa
(1958), e outros (apud ALTAMIRANO-ENCISO, Al et al, 2003).
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No Brasil um dos primeiros relatos de leishmaniose vem da citagdo na tese de
doutorado de Julio Cesar Tello de 1908, "Antiguidad de la syphilis en el Per(", proveniente da
viagem do frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros em 1827 da cidade de Tabatinga
(AM) até o Peru. Em sua viagem ele percorreu regibes do vale do rio Amazonas onde
encontrou individuos com Ulceras nos bragos e pernas, além de lesdes destrutivas na boca e
nariz, registrando a possivel relagdo com a picada de insetos (FURTADO; DO VALE, 2005;
FURUSAWA,; BORGES, 2014).

O crédito pela descoberta do parasita é controverso, pois muitos pesquisadores
estudaram o tema simultaneamente no final do século XIX e inicio do século XX. O escocés
David Cunningham em 1885 em Alepo, Siria, visualizou corpos nucledides de igual tamanho
no tecido e sugeriu serem fungos. O russo P. F. Borovsky em 1898 descreveu a anatomia do
parasita e seu kinetoplasto, classificando-o como protozoario; estes achados foram publicados
em um periddico local russo em 1898 e esta informacdo apenas se tornou disponivel fora da
Russia em tradugdes depois de 1938. O inglés William Leishman, em 1901 com amostras de
figado, e Charles Donovan, em 1903 com amostras do bacgo, descobriram de maneira
independente o microorganismo e atribuiram a etiologia da doenca indiana “kala azar”
(leishmaniose visceral) a este parasita. Posteriormente, Ronald Ross explorou a conexao entre
a doenca e 0 microorganismo e criou o género Leishmania em 1903. James Homer Wright em
1903 levou o crédito pela identificagdo do parasita em lesdes cutdneas de uma crianca da
Arménia com suspeita de botdo do Oriente. A cultura da Leishmania foi realizada pela
primeira vez na Tunisia por Nicolle, que usou um meio modificado de Novy-MacNeal (onde
sabidamente crescia Tripanossoma spp), hoje muito utilizado e conhecido como meio Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN). (COX, 2002; RAFATI; MODABBER, 2014)

O médico baiano Alexandre Evangelista de Castro Cerqueira em 1885 descreveu
lesBes cutaneas na Faculdade de Medicina da Bahia compativeis com LTA. Juliano Moreira,
em 1894, publicou artigo com o titulo “Existe na Bahia o botdo de Biskra?: estudo clinico”; e
fez relacdo entre a picada do inseto muruim com a presenca de lesdes. Ambos contribuiram
para a avaliagdo do “botdo do oriente” no Brasil. (ANIS RASSI JR, ANIS RASSI, 2015;
FURTADO; DO VALE, 2005; FURUSAWA; BORGES, 2014)

Em 1908 ocorreu uma epidemia de casos que foram acompanhadas na Santa Casa de
S&o Paulo de pacientes oriundos de &reas de desmatamento da estrada de Ferro Noroeste do
Brasil na regido de Bauru-SP, ficando conhecido como Ulcera de Bauru. Em 1909 Adolpho
Lindemberg identificou “corpusculos de Leishman-Donovan” em lesdes de trabalhadores de
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rodovias no interior de S&o Paulo, confirmadas no ano seguinte por Carini e Paranhos
(FURTADO; DO VALE, 2005; FURUSAWA; BORGES, 2014).

Gaspar Viana investigou, em 1911, um paciente de Além Paraiba-MG e encontrou
formas amastigotas e a denominou Leishmania brasilienses (posteriormente corrigido por
Alfredo da Matta em 1916 para L. braziliensis). Em 1912 comunicou a Sociedade Brasileira
de Dermatologia no 7° Congresso Brasileiro de Medicina e Cirurgia oS primeiros casos de
cura de LTA com o emprego do tartaro emético (FURTADO; VALE, 2005; FURUSAWA,;
BORGES, 2014).

Eduardo Rabelo, em 1925, publicou no primeiro e segundo fasciculos do volume um
dos Annaes Brasileiros de Dermatologia e Syphilographia, o trabalho “Contribui¢cdes ao
estudo da leishmaniose tegumentar no Brasil” onde revisou a leishmaniose no Brasil até
aquela data e sugeriu 0 nome leishmaniose tegumentar. Neste trabalho destaca-se modelos
encontrados no Museu da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, datados de 1882 a 1884,
que representam casos de pacientes com leishmaniose tegumentar; casos diagnosticados em
18 imigrantes italianos de S&o Paulo que retornaram a Itdlia e foram descritos por Achille
Breda em 1884 como “Bouba brasiliana” e reproducdes em aquarela de 1879 de casos de
Glceras no nariz de uma familia de Uberaba nas Minas Gerais apresentados a Sociedade
Brasileira de Dermatologia em Junho de 1912 por Carneiro da Cunha (FURTADO; DO
VALE, 2005; FURUSAWA; BORGES, 2014; RABELLO, 1925b).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose é uma doenca infecciosa adquirida pelo homem a partir repasto
sanguineo de vetores fleb6tomos que transmitem protozoarios do género Leishmania. Ela
causa lesdes em 6rgdos internos, na pele e mucosas do homem e em diferentes espécies de
animais silvestres e domésticos. E considerada um grande problema de satide nos paises da
zona tropical, atingindo mais de 90 paises em cinco continentes (MINISTERIO;
VIGILANCIA, 2010; WHO, 2015; WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

Segundo a OMS 1.3 milhGes de novos casos da enfermidade ocorrem por ano, sendo
300 mil de formas viscerais (tendo 90% dos casos distribuidos entre os paises Bangladesh,

Brasil, Etiopia, India, Nepal e Suddo) e 1 milhdo de formas tegumentares (maioria no
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Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Iran, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita, Siria e Tunisia). A cada 20 segundos ocorre um caso de Leishmaniose tegumentar no
mundo e ela esta entre as seis doengas infecto-parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo
uma doenca prioritaria para controle pela OMS. A subforma mucosa da leishmaniose
tegumentar é predominante no Brasil, Peru e Bolivia (SAVOIA, 2015; WHO, 2015; WHO
TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

Nos ultimos vinte anos houve aumento do nimero de casos e maior distribuicdo das
leishmanioses no mundo. Contribuem para esta expansdo 0s seguintes fatores: baixas
condi¢des socioeconémicas, desnutricao, alteragdes climéticas e ambientais, fluxo migratério,
guerras, aumento de condi¢cdes imunossupressoras (como a co-infecgdo HIV) e derrubada de
florestas para urbanizacdo (WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

No Brasil a LTA inicialmente se restringia as regibes florestais e acometia
populacdes que eventualmente penetravam nas matas. Houve mudanca deste perfil com a
derrubada de areas de floresta para a expansdo das cidades que levou ao contato préximo com
0 vetor e a adaptagdo deste ao ambiente peri-domiciliar. Animais como cdes e roedores
passaram a atuar como reservatorios da doenca (MINISTERIO; VIGILANCIA, 2010).

Na década de 80 a LTA estava presente em 19 Estados, ja em 2003 é considerada
autoctone em todo o territrio brasileiro (MINISTERIO; VIGILANCIA, 2010). Conforme a
figura 2 criada a partir de dados do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN),
entre os anos de 1980 e 2010 ocorreram 702.839 casos de LTA no Brasil. Na década de 80
ocorreram 153.289 casos; na década de 90 ocorreram 300.716 casos, com aumento de 49,02%
em relacdo a década anterior. Entre os anos 2001 a 2010 ocorreram 248.834 casos, com queda
de 17,25% em relacéo a década anterior (SAUDE, 2016).

No Brasil, os dados analisados de 1990 a 2012 mostraram que as taxas de incidéncia
de LTA tem evoluido variando entre 10,6 e 22,9 casos para cada 100.000 habitantes. As
Regifes com maiores niveis de incidéncia sdo o Norte e Centro-Oeste, que durante todo o
periodo se encontram acima da média nacional conforme figura 3 (SAUDE, 2016).

Os principais focos endémicos da LTA localizam-se longe dos grandes centros
urbanos, dificultando a realizacdo dos exames subsidiarios que necessitam de capacitacdo
técnica. Tal fato é preocupante, ja que o perfil de toxicidade das drogas existentes é elevado e
necessita do diagnostico preciso (DE LIMA et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE; DE,
2007; SILVA; MUNIZ, 2009)
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Evolucdo do nimero de casos de Leishmaniose Tegumentar
Americana no Brasil 1992 a 2012
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Figura 2 - Evolucdo do namero total de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana nas
regides do Brasil entre os anos de 1990 e 2012. Fonte: SINAN

Evolucdo do Coeficiente de incidéncia de Leishmaniose
TegumentarAmericana no Brasil 1992 a 2012
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Figura 3 - Evolugdo do coeficiente de incidéncia de Leishmaniose Tegumentar Americana
nas regides do Brasil entre 0os anos de 1990 e 2012. Fonte: SINAN.
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1.3 ESPECIES DE LEISHMANIA

A classificacdo simplificada do género Leishmania é descrita abaixo (AKHOUNDI
et al., 2016; LEVINE et al., 1980; TUON; AMATO NETO; SABBAGA AMATO, 2008):

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963
Sub-filo: MASTIGOPHORA Desing,1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman,1976
Sub-ordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein,1901, emend. Grobben, 1905
Género: LEISHMANIA Ross,1903

Subgénero: LEISHMANIA Ross,1903

Subgénero: VIANNIA Lainson & Shaw, 1987

Este género foi dividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. As formas
promastigotas desenvolvem-se no intestino médio e anterior do inseto na Leishmania. Ja na
Viannia a porgéo posterior do intestino é o local onde inicia o desenvolvimento e migram para
0 intestino médio e anterior. Esta classificacdo estd em constante atualizacdo com a incluséo
de novas formas, auxiliam na classificacdo o0s caracteres morfoldgicos, bioldgicos,
imunoldgicos, enzimaticos e de DNA de nucleo e cinetoplasto. (AKHOUNDI et al., 2016;
SHAW, 1994).

H4 cerca de 20 espécies de Leishmania spp que podem causar a doenca em humanos.
Nas Américas sdo 11 espécies. No subgénero Viannia temos as espécies: L.(V.) braziliensis,
L.(V.) guyanensis, L.(V.) panamensis, L.(V.) peruviana, L.(V.) shawi, L.(V.) lainson, L.(V.)
lindenberg. No subgénero Leishmania temos as espécies L.(L.) amazonensis, L.(L.) mexicana,
L.(L.) pifanoi e L.(L.) venezuelensis. A figura 4 mostra a distribuicdo das espécies de
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Leishmania no Brasil em 2006 (BASANO; CAMARGO, 2004; GOTO; LAULETTA
LINDOSO, 2012; MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; RAMANATHAN et al., 2011).

I

B L (v) braziiensis . . ;
Bl L (V) lsinsoni L\” . J
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B L (v)shew

B L (v)guyanensis -
B L (L)amazonensis v

L) hndenberg d

Figura 4 — Distribuicdo das espécies de Leishmania no territorio brasileiro. Fonte: SVS/MS
2007.

1.4 VETORES

As espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas
de insetos da Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, pertencentes
aos géneros Lutzomyia (no Novo Mundo), e Phlebotomus (no Velho Mundo). A espécie
Lutzomyia longipalpis é o principal vetor e é encontrada nas cinco regides do Brasil. A figura
5 mostra o popularmente conhecido tatuquiras, birigui ou mosquito palha (BRASIL, 2008;
MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
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Figura 5 — Fémea do fleb6tomineo engurgitada. FONTE: Public Health Library.

Outras espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L.
whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei. A presenca de Leishmania
no intestino desses insetos o caracterizam como vetor. L neivai e L. fisheri também s&o
encontrados com frequéncia no peridomicilio de areas com LTA. A figura 6 mostra a

distribuicdo das principais espécies de flebotomineos vetores de LTA no Brasil.

® Lmermedia

+ L whitmani

& L flaviscutellata
@ L wellcomei

B L umbranilis

® L migone

Figura 6 — Distribuicdo das principais espécies de flebotomineos vetores de Leishmaniose
Tegumentar Americana no Brasil em 2005. Fonte: SVS/MS 2007.
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1.5 CICLO DA LEISHMANIA

As leishmanioses sdo zoonoses de mamiferos silvestres (roedores, marsupiais,
desdentados, primatas) e mais raramente domésticos (cées, cavalos e mulas). O homem é um
hospedeiro acidental e ndo tem papel importante na manutengdo dos parasitas na natureza
(BRASIL. et al., 2007).

O ciclo (figura 7) se inicia quando fémeas de flebotomineo realizam seu repasto
sanguineo em animais doentes e ingerem macrofagos contendo formas amastigotas. No
intestino do inseto passam por diversos estagios de desenvolvimento e divisdo e se
transformam em promastigotas que migram para a faringe. A inoculagdo determina a leséo
cutanea da porta de entrada, de aspecto papulo-vesiculoso, que pode evoluir para regressao
espontanea. Cerca de 90% dos parasitas inoculados na pele sdo destruidos pelo sistema
complemento. As formas promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos, células dendriticas e
neutrofilos. Dentro do fagossoma os promastigotas se transformam em amastigotas e passam
a multiplicagdo por divisdo simples até a rotura da célula. Um novo repasto sanguineo do
vetor reinicia o ciclo (WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

Estagio do flehotomineo Estagio do humano
Flehotomines fi= mpasta sangaines Promastizotas s3a
Dividerm-se 1o [ingets & fomma promastigota ne pele) a fagoortadas por macrofagos

\:5/\4/ ~ 3 o @

i

o Amastizotas travsformam-se na forma promastigotas no
intesting

'E‘ ﬂ gi ?E:s Amastizotas rmltipheam-se nas

R cébilas (inchinds macrfazos) de
1_ h virios tecidos

Promastigotas se transformam em
ammastizatas dentra dos marrdfagos

0 Ingestio de cehula i"‘*‘-:i

parasitada Flebhotomines fa= mpasto sansuines

(ingers macrifagos infectados com
arhastizotas)

MAFES EEALTEIEE FEOPLE

hitpiwww dpd. cde govidpds

Figura 7 — Ciclo de vida da Leishmania. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), traduzido. Disponivel em http://www.cdc.gov/dpdx/ leishmaniasis/index.html.
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No trato digestivo dos flebotomineos a forma flagelada ou promastigota (figura 8)
tem cerca de 16-40 por 1,5-3 micrometros. (AKHOUNDI et al., 2016; SHAW, 1994).

»’ ' . \

\ E

- . »
Figura 8 — Forma flagela ou promastigota da Leishmania. Fonte: MS 2006.

Nos hospedeiros mamiferos a forma aflagelada ou amastigota (figura 9) tem entre
1,5-3 por 3-5,5 micrémetros, é arredondada e imovel, e se multiplica obrigatoriamente dentro

de células do sistema monocitico fagocitario (SMF) (AKHOUNDI et al., 2016; SHAW,
1994).

La
L "

Figura 9 — Forma aflagelada ou amastigota da Leishmania. Fonte: MS 2006.

Acredita-se que ndo ha transmissdo de pessoa a pessoa da LTA. O periodo de
incubagdo da doenga no ser humano é, em média, de dois a trés meses, podendo variar de

duas semanas a dois anos (GONTIJO, 2003; MINISTERIO; VIGILANCIA, 2010; WHO
TECHNICAL REPORT SERIES, 2010)

1.6 FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

As lesdes de LTA apresentam-se com uma ampla variedade de aspectos clinicos

(papulas, nddulos, tlceras, tubérculos ou placas infiltradas) o que dificulta seu diagndstico. A
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lesdo classica em moldura consiste em uma Ulcera com fundo com tecido de granulagdo e
bordas elevadas enduradas. Linfonodomegalia regional pode estar presente em 12 a 30% dos
casos. A doenca pode progredir para outras apresentacdes surgindo lesfes disseminadas na
pele e/ou a invasdo da mucosa oral e nasofaringea por via linfatica e/ou hematogénica ou
mesmo por multiplas picadas do vetor. Pode ainda evoluir de maneira silenciosa sem lesdes
cutaneas, mas com positividade aos testes diagnésticos (BRYCESON, 1970; FOLLADOR et
al., 2002; GOTO; LINDOSO, 2010; HANDLER et al., 2015).

Os protozoérios que causam leishmaniose cutédnea (LC) e leishmaniose cutanea
mucosa (LM) no Novo Mundo estdo agrupados no complexo L. (V.) braziliensis e L. (L.)
mexicana. A LC quando causada por L. braziliensis apresenta-se com ulcera Unica ou
multipla, sendo a lesdo com maior profundidade e diametro. Quando a LC é causada pela L.
(V.) guyianensis, as les6es apresentam maior nimero e menor didmetro; hd mais parasitas e a
linfadenomegalia ¢ mais presente. Quando causada pela L. (L.) amazonensis, geralmente a
Ulcera é Unica com borda mais infiltrada. Parasitas do subgénero Viannia geralmente causam
LC e LM, enquanto que aqueles do subgénero Leishmania geralmente ndo estdo envolvidos
com manifestagdes mucosas, causando apenas lesOes cutaneas restritas e autolimitadas.
Acreditava-se que a L (L.) amazonensis, causava apenas lesdes cuténeas localizadas. Hoje sdo
associadas com alguns casos de LM e leishmaniose visceral (LV) (BITTENCOURT,;
BARRAL, 1991; NEVES et al, 2011; SAMPAIO; LUCAS; COSTA FILHO, 2009;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2005).

1.6.1 LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA

A leishmaniose cutanea (LC) caracteriza-se por apresentar lesdo Gnica ou multipla
(até 10 lesbes) ulcerada indolor autolimitada que se desenvolve em areas do corpo expostas
(membros, face) no local de inoculagdo de qualquer espécie de Leishmania pelo vetor
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; HASHIGUCHI et al., 2016).

Apresenta-se como placa verrucosa e pode fazer diagndstico diferencial com micoses
profundas e micobacterioses, classicamente referidas pelo acrébnimo PLECT
(paracoccidioidomicose, leishmaniose, esporotricose, cromomicose e tuberculose). E descrita
a presenca ocasional de intensa linfangite o que pode confundir com esporotricose cutanea. A
IDRM frequentemente é positiva (FAGUNDES; SILVA, 2007; GONTIJO, 2003).
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1.6.2 LEISHMANIOSE CUTANEA DISSEMINADA

A forma de leishmaniose cuténea disseminada ¢ uma forma rara (2%) e ocorre com
minimo de 10 lesBes. Alguns pacientes podem apresentar mais de 700 lesbes. Esta forma
clinica é caracterizada por multiplas les6es papulares acneiformes formando ulceragdes em
varias regides do corpo. A explicagdo pelo elevado nimero de lesdes é atribuida a
disseminacdo hematogénica ou linfatica do parasito (HASHIGUCHI et al., 2016; ROSA,
MACHADO, 2011).

Manifestacdes sistémicas (febre, mal estar, mialgia e perda de peso) podem estar
associadas e acometimento mucoso ocorre em 30% dos pacientes. A imunodeficiéncia celular
contribui para esta apresentacdo. Esta forma pode ser causada por L. (V.) braziliensise L. (L.)
amazonensis e tem sido descrita em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (VIH). Os exames parasitolégicos como a cultura raramente visualizam o
protozoario, ja os testes imunoldgicos podem apresentar resultados negativos ou fortemente
positivos. A resposta ao tratamento é variavel e ndo cronifica (BITTENCOURT; BARRAL,
1991; MINISTERIO; VIGILANCIA, 2010; ROSA; MACHADO, 2011).

1.6.3 LEISHMANIOSE CUTANEA DIFUSA

América Central, América do Sul (especialmente no Brasil) e Etiopia sdo locais onde
foi reportada a rara leishmaniose cutanea difusa. Geralmente é causada por L. aetiopica, L.
(L.) mexicana e L. (L.) amazonensis. Consiste em uma forma grave acometendo pacientes
com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania.
Apresenta inicio insidioso com lesdo Unica e ma resposta ao tratamento. Seguem-se multiplos
nddulos, papulas e placas com infiltracdo e sem ulceragdo acometendo principalmente éareas
expostas. Pode simular hanseniase Virchoviana com infiltragdo difusa na face. Em relacao aos
exames complementares temos abundantes protozoarios na cultura e esfregaco na maioria dos
casos. Apresenta pouca ou nenhuma resposta ao tratamento, geralmente a IDRM é negativa e
alguns casos podem cronificar (GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012; MINISTERIO;
VIGILANCIA, 2010; ROSA; MACHADO, 2011).
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1.6.4 LEISHMANIOSE RECIDIVA CUTIS

A leishmaniose recidiva cutis é caracterizada pelo aparecimento de lesfes ativas ao
redor da cicatriz de lesdo prévia aparentemente curada, frequentemente dentro de 2 anos. No
Brasil esta forma tem sido causada tanto por L. (V.) braziliensis quanto L. (L.) amazonensis.
A IDRM é positiva e apresenta pouca resposta ao tratamento (BITTENCOURT et al., 1993;
GOMES et al., 2013).

1.6.5 LEISHMANIOSE MUCOSA

Cerca de 3% dos pacientes infectados com L. (V.) braziliensis sdo acometidos por
LM nas Ameéricas. Infeccdes por L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis sdo0 mais raras
(ALTAMIRANO-ENCISO, A. J.; MARZOCHI; C. A.; MOREIRA, J. S.; SCHUBACH;
MARZOCHI, 2003; AMATO et al., 2009a).

O envolvimento da mucosa se desenvolve a partir da lesdo priméaria por
disseminacdo hematogénica do parasita para a mucosa oral, nasofaringe e laringe. Apds um
periodo de meses a anos da infeccdo surgem lesbes que causam destruicdo da mucosa do
nariz, boca, faringe, laringe e traquéia. Em casos avancados ocorre risco de pneumonia,
asfixia, disfagia, desnutricdo e morte. E rara a presenca de formas amastigotas na biopsia e ha
uma resposta exacerbada da IDRM (AMATO et al., 2009a; MACHADO-COELHO et al.,
2005; SAMPAIO; MARSDEN, 1997h).

1.7 IMUNOLOGIA

A diversidade da resposta imunoldgica do hospedeiro frente & infeccdo por
Leishmania é altamente complexa e, embora possam acelerar a cura, algumas respostas
podem exacerbar a doenca. A resposta imune é dependente da interacdo de multiplos fatores
como: a variacdo genética do hospedeiro mamifero, variacdo genética dos parasitas entre as
diferentes espécies, da localizacdo da lesdo, do nimero de picadas e da quantidade do inoculo
recebido (BRYCESON, 1970; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012).
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A imunidade inata é mediada por células natural killer (NK), citocinas e fagdcitos
(mononucleares e polimorfonucleares), bem como as proteinas do complemento. A partir da
entrada para dentro do corpo do hospedeiro promastigotas sdo fagocitados por células
dendriticas e macréfagos, mas sdo resistentes a protedlise e na degradacdo dentro dos
fagossomas. A proteina de complemento C3b é uma das opsoninas imunes mais potentes, ela
se liga a Leishmania resultando em fagocitose acelerada pelas células do sistema fagocitico. A
glicoproteina de superficie da Leishmania gp63 converte C3b em iC3b e isso favorece a
fagocitose ao invés da lise. Uma vez dentro do fagécito a Leishmania é muito resistente a
degradacdo. Atraves de um receptor toll-like-9 (TLR-9) da via dependente, macrofagos
infectados e células dendriticas (DC) desempenham um papel importante na produgéo de IL-
12 que conduz & ativacdo de células NK, a producdo de IFN-y e a subsequente ativacdo Thl.
A ativagdo precoce de células NK, também é induzida por quimiocinas (IP-10, MCP-1 e
linfotactina). Ceélulas NK ativadas induzem a citolise de macréfagos infectados com o
protozoario, e a liberacdo de IFN-y tem papel importante na defesa do hospedeiro através da
ativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) nos macréfagos para matar
0 parasita intracelular. O fator de necrose tumoral-o (TNF-0) é um cofator com 6xido nitrico
(NO) e ¢é importante na sinergia com IFN-y para ativar macréfagos infectados. A ativacdo de
polimorfonucleares mata os parasitas por mecanismos oxidativos. Assim, na leishmaniose, 0s
macrofagos desempenham uma dupla funcdo; eles representam uma importante célula
responsavel pela morte do parasita e também o principal local da replicacdo do parasita (DE
OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; DUTRA et al., 2011; SAVOIA, 2015).

A imunidade humoral produz anticorpos (AC) contra a Leishmania. Estes AC sdo
produzidos em menor quantidade na LC e em um nivel muito elevado na LM, mas nédo
desempenham qualquer papel na protecdo na LTA. A anélise de AC durante a doenga mostra
populacdes de imunoglobulina (1g) dos tipos IgG, IgM, IgE e IgG (MUTISO et al., 2013;
SILVEIRA et al., 2009).

Apo6s a infeccdo, na pele, células de Langerhans fagocitam e transportam a
Leishmania para os linfonodos regionais, onde eles induzem uma resposta de células T
(BRYCESON, 1970; DUTRA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2009).

Mostrou-se uma dicotomia na interagdo entre essas espécies de Leishmania e a
resposta imunoldgica produzida pelo linfécito-T humano; enquanto a L. (V.) braziliensis
mostra uma clara tendéncia para levar a infeccdo como leishmaniose cutinea localizada

(LCL), uma forma moderada de hipersensibilidade de células T no centro do espectro, e em
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direcdo a um polo de hipersensibilidade de linfocitos T a forma da leishmaniose mucosa
(MCL) no polo de hipersensibilidade das células T com uma reposta imunoldgica do tipo Thl
proeminente. A L. (L.) amazonenses mostra uma tendéncia oposta, conduzindo a infeccéo
anérgica da leishmaniose cutanea difusa (ADCL) no poélo de hipossensibilidade das células T
e com uma marcada resposta imune do tipo Th2. Entre o LCL central e os dois MCL polar e
ADCL, a infeccdo pode apresentar uma forma intermediaria conhecida como leishmaniose
cutanea disseminada, caracterizada por uma inibi¢cdo da hipersensibilidade incompleta das
celulas T, mas com uma supremacia evidente da resposta Th1l sobre Th2. Esta dicotomia do
sistema imunolégico modula a infec¢do humana por estes parasitas do género Leishmania. A
figura 10 ilustra esta interagdo (DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; MUTISO et al., 2013;
SAVOIA, 2015; SILVEIRA et al., 2009).

Subgenus Leishmania Subgenus Viamnia
L. {L.) mexicana DTH L. {V.) panamensis
L. (L.) amazonensis CD4 < CD8 L. (V.) braziliensis
Th1l >Th2
DTH™ + /\ + DTH++++
CD4<CDE « » CD4>CD8
Th1 < Th2 IFN=; 4+ [ | IFN= +/4+ Thi > Th2
IL-4 & : ; IL-4 {=)
LC ++ LC +
LCL
" DTH™ DTH™
i CD4 < CD8 CD4 < CD8 o
ADCL Thi = Th2 Thi = Th2 Y S
= IL-4 (=)
IFM-y +
IL=3d +4ss
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Figura 10 — Espectro clinico e imunopatolégico da Leishmaniose Tegumentar Americana
modulada pelas competéncias imunopatogéncias das espécies de Leihmania dentro do
subgénero Viannia and Leishmania. ADCL, leishmaniose cuténea difusa anérgica (nodular
and infiltrated cutaneous lesions on the thorax, face and ears); LCL, leishmaniose cutanea
localizada [L. (L.) amazonensis: lesdo ulcerada com grande infiltrado na borda]; [L. (V.)
braziliensis: lesdo ulcerada com discreto infiltrado na borda]; MCL, leishmaniose mucosa:
lesdo ulcerada infiltrada no nariz e na mucosa do septo nasal; BDCL, leishmaniose cuténea
disseminada borderline [L. (L.) amazonenses: lesdo no dorso da mao (lesdo priméaria) e nas
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orelhas e regido frontal (lesdo secundaria)]; [L. (V.) braziliensis: lesdo papulo ulcerada
disseminada na face, orelhas, tronco e bragos]. DTH, reac&o de hipersensibilidade retardada;
CD4 = linfécitos T CD4+; CD8 = linfocitos T CD8+; Thl = resposta imunoldgica do tipo
Th1; Th2 = resposta imunoldgica do tipo Th2; IFN-c = interferon gamma; IL-4 = interleucina
4; LC = célula de Langerhans. FONTE: Silveira et al 2009.

1.8 DIAGNOSTICO

O diagnostico é realizado pelo quadro clinico associado a epidemiologia e exames
parasitologicos (pesquisa direta do parasita na lesdo, cultura em meio NNN (Neal, Novy e
Nicolle), isolamento in vivo por inoculacdo em animais, biopsia e histopatologia), exames
moleculares (reacdo de cadeia de polimerase - PCR) e exames imunol6gicos
(intradermorreacéo de Montenegro - IDRM, imunofluorescéncia indireta - IFI) (GOMES et
al., 2015a; MINISTERIO; VIGILANCIA, 2010; WHO TECHNICAL REPORT SERIES,
2010).

O diagnostico diferencial pela manifestacdo da lesdo compreende diversas doengas
infecciosas ou ndo, como: paracoccidioidomicose, carcinoma epidermdide, carcinoma
basocelular, linfomas, rinofima, rinosporidiose, entomoftoromicose, hanseniase virchowiana,
sifilis terciaria, perfuracdo septal traumatica ou por uso de drogas, rinite alérgica, sinusite,
sarcoidose, granulomatose de Wegner e outra doencas (BRASIL. et al., 2007; HANDLER et
al., 2015).

O exame parasitologico direto € um exame rapido, de baixo custo e de facil
realizacdo. O encontro do parasita € mais frequente em lesdes recentes, sendo raro em lesdes
com mais de um ano de evolucdo. Deve-se tratar a infeccdo secundéria pois esta diminui a
sensibilidade do método. A sensibilidade varia de 15 a 90% e depende do tempo de evolucao
da lesdo, sendo menor apos 3 meses de evolugdo, nas formas crbnicas e hiperérgicas
(FARIAS et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; REIS et al., 2008a; SZARGIKI
et al., 2009).

A cultura é um dos métodos de confirmagdo do agente etioldgico com sensibilidade
variando de 40 a 75%. Permite a posterior identificagdo da espécie de Leishmania envolvida
por PCR. Apds o quinto dia em meio NNN ja podem ser encontradas em exame a fresco
formas promastigotas. Novos testes de mini e micro cultivo apresentam sensibilidade de
98,4% e tempo de conclusdo do teste de 2 dias. Contudo, produzem pequena quantidade de
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formas promastigotas, o que dificulta a realizacdo de testes posteriores para identificacdo da
espécie (BRASIL. et al., 2007; FARIAS et al., 2016; PAGHEH et al., 2014).

A histopatologia estuda fragmento do tecido retirado da borda ativa da leséo e corado
pela técnica de Hematoxilina & Eosina (HE). Outras técnicas para o diagnostico diferencial
com micobacterioses (Ziehl-Neelsen) e com micoses (PAS acido periddico de Schiff e
impregnacdo pela prata de Grocott) podem ser utilizadas. A visualizagdo das formas
amastigotas é rara. O uso de técnicas de imuno-histoquimica ou imunocitoquimica podem
melhorar a sensibilidade (ALVES et al., 2013; GOTO; LINDOSO, 2010). As alteragcOes
dérmicas da LTA produzem padrdes histopatoldgicos distintos. Varios autores classificaram
estes padrdes. Entre eles destacam-se Azulay em 1960 com 7 tipos; Ridley et al com 5 grupos
em 1983; Magalhées et al com 5 tipos em 1982; e Bittencourt e Barral em 1991 simplificaram
a classificagdo com trés padrbes histopatologicos (BITTENCOURT; BARRAL, 1991;
GOTO; LINDOSO, 2010; MAGALHAES et al., 1986; RIDLEY et al., 1980).

A intradermorreacdo de Montenegro que é um dos principais exames imunologicos
que auxiliam no diagndstico da LTA em é&reas endémicas. Consiste em uma reacdo de
hipersensibilidade celular tardia para o antigeno da Leishmania com sensibilidade que varia
de 30% a 100% e especificidade em torno de 75%. O teste tende a positivar a partir de 3
meses de infeccdo. Pode ocorrer reagdo cruzada com doenca de Chagas, esporotricose,
hanseniase virchowiana, tuberculose, cromomicose e individuos curados de leishmaniose
visceral. Resultados falsos negativos também tém sido descritos quando a infec¢édo € precoce,
ou em casos em que a doenga cutanea seja causada por L. (V.) amazonensis (FAGUNDES et
al., 2007, 2012; GOMES et al., 2014b; MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; PINEDA et al.,
2001; REIS et al., 2008a).

Os testes sorologicos buscam antigenos circulantes no sangue dos pacientes. A
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste imunoenzimatico (ELISA) tém sensibilidade e
especificidade dependentes da técnica empregada. Ambos apresentam sensibilidade
amplamente variavel, com resultados entre 30% e proximo a 100%, dependendo da espécie
envolvida. Estes testes sdo mais sensiveis em infec¢des causadas pela L. (V.) braziliensis em
comparacdo a doenca causada pela L. (L.) amazonensis. Casos com multiplas lesbes e com
lesBes mucosas apresentam titulos elevados. Pode ocorrer reacdo falso negativa em LTA e
reacdo falso positiva com doengas diversas (leishmaniose visceral, doenca de Chagas, pénfigo
folidceo, paracoccidioidomicose, esporotricose e outras) (BRASIL. et al., 2007; GOMES et
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al., 2014b; RASTI et al.,, 2016a; REIS et al., 2008b; SZARGIKI et al., 2009; WHO
TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

Os exames moleculares, como o PCR, apresentam sensibilidade e especificidade
elevados quando comparados aos outros testes diagndsticos. Consiste na extracdo do DNA a
partir de amostra (biopsia da lesdo, esfregaco da lesdo, in print), amplificacdo do material
genético e posterior visualizagdo em gel de agarose ou poliacrilamida por eletroforese.
Apresenta sensibilidade entre 60 e 100% e especificidade préxima de 100%. Ele utiliza
iniciadores de sequéncias especificas do DNA de espécies conhecidas de Leishamnia, o0 que
possibilita a identificacdo da espécie. Entretanto, € um método que necessita de material
especifico, tem custo elevado e esta disponivel de maneira restrita em grandes centros urbanos
(BRASIL. et al., 2007; GOMES et al., 2014a; POMARES et al., 2012).

A compreensdo da interagdo parasita—hospedeiro com enfoque no métodos
diagnosticos é essencial para a elucidacdo dos mecanismos de infeccdo e patogénese da
doenca, principalmente nos fatores envolvidos no desenvolvimento do diagnéstico precoce e

preciso das diversas formas de LTA.

Apesar da forte influéncia da resposta imune na apresentagdo clinica e na resposta ao
tratamento da LTA, ndo se conhece a exata extensdo da relacdo entre as espécies de
Leishmania e os limiares dos exames diagndsticos para deteccdo e diferenciagdo das

diferentes formas clinicas.

Com enfoque na praticidade e no custo, a IDRM e a IFI destacam-se como métodos
de baixa complexidade, pouco invasivos, de facil execucdo, com resultado répido, baixo
custo, elevada sensibilidade e especificidade e estdo acessiveis nos servigos e laboratorios que
ddo suporte ao Sistema Unico de Satde (SUS).

1.9 TRATAMENTO

Os tratamentos disponiveis possuem sérias limitacbes em termos de seguranca,
resisténcia, estabilidade e custo. Apresentam baixa tolerabilidade, longa duracéo e sdo dificeis
de administrar. Além disso, muitos dos regimes de tratamento disponiveis apresentam taxas
significativas de falha terapéutica e sdo muito toxicos. A ocorréncia de recaidas e relatos de
resisténcia medicamentosa séo cada vez mais frequentes (COPELAND; ARONSON, 2015).
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A crescente resisténcia do parasita aos medicamentos leishmanicidas sugere que a
monoterapia usada atualmente precisa ser revista. A ldgica da poliquimioterapia é o aumento
da atividade por meio do uso de compostos sinérgico atuando em diferentes locais, menor
duracdo da terapia e menor dose necessaria, reduzindo assim as chances de efeitos colaterais
toxicos e de custos, leva ainda a diminuicdo do surgimento de resisténcia (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015).

1.9.1 ANTIMONIAIS

Gaspar Vianna identificou a atividade anti-Leishmania dos tartaros eméticos
(antimoniais trivalentes) em 1912 sendo um marco na historia da Leishmaniose. Atualmente,
0 tratamento possui opgdes de drogas de primeira e segunda escolha. A determinacdo da
droga a ser utilizada depende da forma clinica da doenga, do farmaco, do estado geral de
salde do paciente e da existéncia ou ndo, de doencas associadas. O tratamento € influenciado
pela resposta clinica de cada paciente, da espécie do parasita, do estado imunoldgico do
individuo e da forma clinica da doenga. Recentemente tem se discutido estratégias para ter um
tratamento seguro, eficaz, de curta duracéo e de baixo custo. Esta nova abordagem combinaria
um agente antiparasitario e um imunomodulador, ou outras associa¢cdes a semelhanca da
poliquimioterapia na tuberculose e na hanseniase (COTA et al., 2016; LIMA et al., 2007;
PELISSARI et al., 2011; VAN GRIENSVEN et al., 2016).

A primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes (SbV) ha mais de sessenta anos.
A resposta terapéutica em casos de LM € baixa e variavel, e possui taxa de cura que varia de
30% a 90% e também depende da dosagem utilizada. Os antimoniais podem ser utilizados em
duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina (meglumina) e o estibogluconato de sddio.
Este ultimo ndo é comercializado no Brasil e foi pouco eficaz contra a LM. A dose
preconizada é de 20 mg/kg/dia (EV ou IM) por 20 dias para a LC e 28 dias para a LM
segundo o Ministério da Saude (AMATO et al., 2007; DAVIES et al., 1997; GOTO;
LINDOSO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; NOGUEIRA; SOTTO; CUCE,
2008).

Os SbV apresentam diversos efeitos colaterais. Pode ocorrer: artralgia, mialgia,
inapeténcia, ndusea, vémito, sensacdo de plenitude gastrica, pirose, dor abdominal, prurido,
febre, astenia, cefaléia, tontura, insdnia, edema. Hepatite com aumento de transaminases e

fosfatase alcalina, pancreatite, insuficiéncia renal aguda também ocorrem. As alteracdes dose-
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dependente no eletrocardiograma, tais como alteragdo da repolarizagdo ventricular com
inversdo do segmento ST-T, aumento do intervalo QT, alteragdes isquémicas e extra-sistoles
bigeminadas, polimorfas e polifocais. Esta medicacdo também atravessa a barreira
transplacentéria, é eliminada em pequenas quantidades no leite materno e pode impregnar o
tecido nervoso fetal. Seu uso é contraindicado em gestantes, cardiopatas, nefropatas ou
hepatopatas. (LIMA et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; OLIVEIRA et al.,
2011).

1.9.2 MEDICACOES DE SEGUNDA ESCOLHA

Na auséncia de resposta terapéutica satisfatoria com os SbV ou devido a intolerancia
medicamentosa, resisténcia do parasita ou a existéncia de contraindica¢des ao seu uso podem
ser usadas drogas de segunda escolha. Destacam-se a anfotericina B e as pentamidinas
(sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) (LIMA et al., 2007; MINISTERIO DA
SAUDE; DE, 2007; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

A anfotericina B desoxicolato é considerada a droga de primeira escolha no
tratamento de gestantes. E efetiva contra a LC e LM e contraindicada em pacientes
cardiopatas, hepatopatas e nefropatas. S&o efeitos adversos de seu uso anafilaxia,
trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrios, febre, flebite, anemia, anorexia,
diminuicdo da funcdo tubular renal e hipocalcemia em até um tergo dos doentes. A
anfotericina B lipossomal é uma droga com maior tolerancia devido a menor quantidade de
efeitos colaterais. A dose recomendada para a LM é de 1 a 4 mg/kg/dia por infusdo venosa,
em dose Unica, sem limite de dose diéria, até atingir a dose total de 2,5 a 3 gramas. No Brasil,
a anfotericina B lipossomal mostrou-se eficaz no tratamento da LM em pacientes refratarios
ao ShV (SAMPAIO; MARSDEN, 1997a). A maior limitagcdo para o seu emprego em grande
escala é devida ao custo elevado e necessidade de infusdo venosa (LIMA et al., 2007;
MINISTERIO DA SAUDE; DE, 2007; WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

A pentamidina, por sua vez, vem sendo amplamente utilizada como segunda opcao
no tratamento da LCL e LM na regido Norte do pais. Esta droga deve ser utilizada na dose de
4mg/kg/dia, em trés aplicacbes, com dois dias de intervalo entre elas. Destacam como
vantagens o seu custo geral em relacdo aos ShV, além do menor tempo de tratamento.
(AMATO et al., 2007; BRASIL. et al., 2007; NEVES et al., 2011).
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Miltefosine tem sido usado nas Américas para tratamento da LTA. Estudo de
pacientes com LC na Colémbia (FERNANDEZ et al., 2014), controlado por placebo o uso de
miltefosine (2,5 mg / kg / dia por via oral durante 28 dias) atingiu taxas de cura de 91%.
Estudo de Costa Filho et al (COSTA FILHO; LUCAS; SAMPAIO, 2008) mostrou que 0
miltefosine teve eficacia semelhante, sendo maior que o N-metil glucamina no tratamento da
leishmaniose cutanea experimental causada por Leishmania amazonensis em camundongos.
LimitagGes sdo 0 seu custo relativamente elevado, necessidade de monitorizagédo dos efeitos
colaterais gastrointestinais, toxicidade hepética ocasional e nefrotoxicidade. E medicacio
teratogénica e mulheres de idade fértil tem que observar a contracepc¢do para a duragdo do
tratamento e por mais trés meses, devido a sua longa meia-vida de aproximadamente 1
semana, o que também o torna vulneravel ao rapido desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos (SOTO et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil clinico, epidemioldgico e laboratorial de pacientes com LTA e
avaliar estas caracteristicas nas formas clinicas LC e LM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil clinico e epidemiolégico dos pacientes com LTA atendidos no
Hospital Universitério de Brasilia (HUB);

Identificar a diversidade dos quadros clinicos;

Analisar os dados clinico, epidemioldgicos e exames laboratoriais de pacientes com
LC e LM visando estabelecer a diferenca entre as duas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL E DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo analitico, retrospectivo e transversal.

Foram selecionados, de forma consecutiva, pacientes que tinham lesdes tegumentares
suspeitas de LTA que foram atendidos no ambulatério de Dermatologia do HUB/UnB,
Brasilia-DF, entre Janeiro de 2001 e Dezembro de 2014.

O DF por estar no centro das trés principais Regides com maior nimero de casos é
um bom local para buscar maiores informagdes a respeito desta patologia. Destaca-se 0
servico de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia que ha mais
de 30 anos faz estudos com LTA e tem no ambulatério de Dermatologia do Hospital

Universitério de Brasilia um dos centros de referéncia na doenca no pais.

A coleta dos dados de prontuérios iniciou-se em Dezembro de 2014 ap0s aprovacgao
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo contemplam condi¢fes que cursam com imunosSUpPressao

(Ex: Sindrome da imunodeficiéncia humana, gestantes) e populagdes especiais (indigenas).

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO NO GRUPO LTA

Os critérios de inclusdo abrangem pacientes que tiveram seu diagnéstico de LTA
confirmado de acordo com o padrdo estabelecido por grupo de pesquisa em LTA da
dermatologia da UnB desde a década de 80 (CUBA CUBA et al, 1980; SAMPAIO;
MARSDEN, 1997a; SAMPAIO; PAULA, 1999).

Foi utilizada a associacdo de dados epidemioldgicos, clinicos (lesdo cutanea e/ou

mucosa suspeita), exame direto com presenca de parasita, cultura in-vitro positiva para
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Leishmania e histopatologia com padréo tipico ou visualizacdo do parasito, intradermorreacdo
de Montenegro positiva (maior ou igual a 5mm) e imunofluorescéncia indireta positiva (titulo

maior ou igual a 1:40).

Como rotina, toda a pele e mucosa foi examinada por um dermatologista. Casos com
lesbes mucosas suspeitas foram examinados e encaminhados para biopsia por um

otorrinolaringologista no ambulatério especifico do HUB.

Posteriormente, os pacientes alocados no grupo LTA foram subdivididos em: 1) LTA
cutanea (LC), 2) LTA mucosa (LM). Os portadores de leishmaniose cutanea localizada e
outras formas especiais como leishmaniose recidiva cutis, leishmaniose esporotricdide,
leishmaniose disseminada e leishmaniose difusa foram incluidos no grupo LC. Todos 0s
pacientes que apresentavam lesdo mucosa, associada ou ndo a lesdo em outras partes da pele,

formaram o grupo LM.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO NO GRUPO CONTROLE

O grupo controle incluiu pacientes em que a infeccdo por Leishmania foi excluida e
tiveram um diagndstico de certeza de outra doenca dermatologica.

3.5 EXAME DIRETO

Foi realizado in print de fragmentos de biopsia em lamina. Estas foram coradas com
Giemsa e observadas no microscopio Otico para pesquisa de formas amastigotas
(DANESHBOD et al., 2011; RASTI et al., 2016b).

3.6 CULTURA

A cultura foi realizada pelo aspirado na borda da lesdo clinica com seringa estéril de
Iml contendo 200uL de solugdo fisioldgica estéril e gentamicina a 0,2%. O contetdo foi
dividido em 2 tubos com 150pL do meio sélido NNN. Os meios foram incubados em estufa
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24-26°C. Apods o quinto dia era possivel visualizar em exame a fresco de amostras da fase
liquida ao microscopio as formas promastigotas. Esse exame foi realizado em intervalos de
sete dias durante 30 dias. O exame foi considerado positivo quando da visualizagdo do
protozoario em qualquer periodo da observacdo (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; GOTO;
LINDOSO, 2010; RASTI et al., 2016a; SOARES et al., 2015).

3.7 HISTOPATOLOGIA

O fragmento tecidual extraido da borda ativa da lesdo foi fixado em formol neutro a
10%, embebido em parafina. Com o auxilio de micrétomo rotativo foram obtidos cortes finos
corados pela técnica de Hematoxilina & Eosina (HE). Considerou-se positivo os laudos com
descricdo do parasita ou a presenca de achado de infiltrado histiolinfoplasmocitario
compativel com LTA (BITTENCOURT; BARRAL, 1991; GOTO; LINDOSO, 2010).

3.8 INTRADERMORREACAO DE MONTENEGRO

A IDRM foi realizada segundo descricdo de Reed et al. Foi realizada assepsia do
local da aplicacdo (face anterior do antebraco esquerdo), seguida da injecdo de 0,1mL do
antigeno por via intradérmica. A medicdo da induracdo, em milimetros, foi realizada apos 48
horas com caneta esferogréfica com angulo de 45° com a pele em sentido centripeto a partir
de um ponto a cerca de 3cm do limite determinado pela palpacdo. O antigeno foi fornecido
pelo Centro de Pesquisa e Producdo de Imunobioldgicos (CPPI, Parana-Brasil) e consistiu em
uma solugéo de fragmentos de formas promastigotas de L.(L.) amazonensis mortas (cepa de
referéncia na OMS MHOM/BR/73/PH8) com proteinas nitrogenadas a uma concentragdo de
40mg/mL, fenol 0,005g/mL, cloreto de sddio 0,0098g/mL e diluido em agua 1mL. Uma
induracdo de 5mm ou mais em seu maior didmetro é considerada positiva (BRASIL. et al.,
2007; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; REED et al., 1986; SOARES, 1999).

3.9 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
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A reacdo de imunofluorescéncia indireta foi realizada de acordo com as instrucoes
indicadas kit de IFI para diagnéstico da Leishmaniose humana (BIO-Manguinhos Rio de
Janeiro/FIOCRUZ/MS). Uma amostra de 10mL de sangue venoso teve seu plasma separado.
O material apos diluigdes progressivas € adicionado as laminas recobertas com formas
promastigotas de Leishmania fixadas [MHOM/BR/PH8 L.(L.) amazonensis]. Anticorpos
policlonais anti-lgG humano conjugado com isotiocianato de fluoresceina sdo adicionados as
laminas para revelagdo da reatividade dos anticorpos IgG presentes no soro. A reacdo €
observada pelo isotiocianato de fluoresceina que absorve a luz azul (comprimento de onda de
490nm) e emite uma intensa fluorescéncia amarelo-esverdeada considerada positiva. Para ser
considerado positivo o teste deve apresentar titulos maiores ou iguais a 1:40 (BRASIL. et al.,
2007; CUBA CUBA et al., 1980; FIOCRUZ (FUNDAC}AO OSWALDO CRUZ);
IMUNOBIOLOGICOS), [s.d.]; GOMES et al., 2014b; GOTO; LINDOSO, 2010).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio de banco de dados criado em ambiente
SPSS versdo 23.0 (Statistical Package for Social Sciences, IBM Company, Chicago, Ilinois
US). Para as varidveis continuas com distribuicdo Gaussiana utilizou-se o teste t de Student e
onde a distribuicdo normal ndo estava presente foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O teste
de qui-quadrado ou exato de Fisher foi empregado para as variaveis qualitativas. O indice de
Youden (Sensibilidade - especificidade + 1) foi analisado nos testes diagndsticos para
determinar aqueles que tivessem menor soma de proporgdes de erros de classificagéo.

Analise univariada foi realizada para detectar o efeito individual de cada variavel
entre os grupos e possiveis confundidores. Baseando-se no critério de Akaike, foi montado
um modelo de regressdo logistica multivariado a fim de melhor distinguir as formas cuténea e

mucosa da LTA. Significancia estatistica foi definida em p<0.05 e 1C95%.

3.11 ETICA

Em relacdo aos aspectos éticos a pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia sob o namero do parecer
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908.061 em 10 de dezembro de 2014. A inclusdo foi feita por meio de termo de
consentimento livre e esclarecido e, quando necessario, pela solicitacdo de dispensa do termo
de consentimento livre e esclarecido conforme Resolucdo No 466, de 12 de dezembro de 2012
do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude e Declaragdo de Helsinki revisada em
2013 (“WMA Declaration of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving
Human Subjects”, 2013).
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4. RESULTADOS

No periodo de 2001 a 2014 foram examinados 1331 pacientes. Foram localizados
1024 prontuérios nos arquivos do HUB, os outros 307 prontuarios ndo estavam disponiveis no

arquivo por diversos motivos (desativado, extravio, indisponivel para consulta).

Entre os 1024 pacientes suspeitos foram excluidos quatro pacientes com o VIH e
uma gestante totalizando uma amostra de 1019. Foi confirmado LTA em 737 pacientes que se
distribuiram nas seguintes formas: LTA cutanea: 617 casos (83,7%, sendo a frequencai de
formas especiais: recidiva cutis: 29 casos; esporotricoide: sete casos; disseminada: trés casos;
e difusa: um caso); LTA mucosa: 120 casos (16,3%).

1331 pacientes examinados no periodo

307 perdas

1024 pacientes suspeitos

excluidos: 4 VIH+ e 1 gestante

1019 selecionados

737 Leishmaniose Tegumentar Americana 282 Controles

120 Leishmaniose Mucosa 617 Leishmaniose Cutanea

Figura 11 — Fluxograma dos pacientes do estudo.

Os outros 282 casos investigados formaram o grupo controle e tiveram como
diagndstico final: piodermite (25,53%), trauma (19,86%), Ulcera vascular (14,89%),
esporotricose (9,93%), carcinoma espinocelular (5,67%), carcinoma basocelular (3,90%),
cromomicose (3,90%), tuberculose cutanea (3,55%), hanseniase (3,55%), pioderma
gangrenoso (2,48%), farmacodermia (2,13%), paracoccidioidomicose (1,77%), lGpus discoide
(1,06%), histoplasmose (0,71%), feohifomicose (0,35%), leishmaniose visceral com leséo
cutanea (0,35%), pénfigo vulgar (0,35%), linfoma (0,35%).

As caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com LTA e controles estdo

descritas na tabela 1:
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Tabela 1- Distribuicdo das caracteristicas epidemioldgicas entre os grupos Leishmaniose

tegumentar Americana e controles. N (nimero de casos).

Caracteristica Leishmaniose Controles
N % N %

Género Masculino 514 69,7 182 64,5
Feminino 223 30,3 100 35,5

Faixa etaria

(anos) 0al0 32 4,3 7 2,5
11a20 92 12,5 11 3,9
21a30 118 16,0 17 6,0
31a40 139 18,9 13 4,6
41a50 122 16,6 14 5,0
51 a 60 106 14,4 11 3,9
61a70 78 10,6 16 5,7
Mais 70 43 5,8 9 3,2
Dado néo disponivel 7 0,9 184 65,2

Escolaridade
Analfabeto 41 5,6 4 14
Fundamental 34 4,6 4 14
Fundamental 59 8,0 1 0,4
Médio incompleto 29 3,9 3 1,1
Médio completo 82 11,1 3 1,1
Superior completo 45 6,1 2 0,7
Superior incompleto 17 2,3 0 0,0
Dado néo disponivel 430 58,3 265 94,0

Estado civil
Solteiro 223 30,3 17 6,0
Casado 276 37,4 30 10,6
Viuvo(a) 17 2,3 0 0,0
Divorciado 19 2,6 2 0,7
Unido estavel 6 0,8 1 0,4
Dado néo disponivel 196 26,6 232 82,3

Local

do contagio DF 180 24,4 45 16,0
Centro-Oeste (sem 241 32,7 22 7,8
Nordeste 129 17,5 11 3,9
Norte 51 6,9 3 11
Sudeste 73 9,9 6 2,1
Fora pais 2 0,3 0 0,0
Dado néo disponivel 61 8,3 195 69,1
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Os pacientes com dados validos e diagndstico final de LTA tiveram como
caracteristicas epidemioldgicas o predominio do sexo masculino com 69,7%; a idade variou
de 1 a 94 anos, com média de 40,38 anos (desvio padrdo +18,895). A faixa etaria prevalente
foi a entre 31 e 40 anos. Criangas com menos de 10 anos totalizaram 4,3% da amostra.
Pacientes com baixa escolaridade (analfabetos e priméario incompleto) totalizaram 24,5% da
amostra valida, mas esta informacdo estava indisponivel em 58,3% da amostra. O estado civil
predominante foi o de casados.

A maioria dos casos validos atendidos tiveram provavel origem do contagio de LTA
no Centro-Oeste (62,3%). A distribuicdo dos casos validos entre os Estados ocorreu da
sequinte forma: 32,3% no Goias; 26,6% no Distrito Federal; 10,9% na Bahia; 10,5% em
Minas Gerais; 4,6% do Maranhdo; 3,1% do Pard; 3,0% no Tocantins; 2,7% no Mato Grosso;
1,2% no Ceard; 1,0% no Piaui; 0,7% no Mato Grosso do Sul; 0,9% no Amazonas; 0,6% no
Sergipe; 0,4% no Acre; 0,4% em Roraima; 0,3% na Paraiba; e 0,1% para Séo Paulo, Espirito
Santo e Pernambuco. Ocorreram ainda, 2 casos (0,3%) provenientes da Venezuela e Bolivia.
N&o houve casos dos Estados da regido Sul.

Os pacientes com dados disponiveis no grupo controle tiveram caracteristicas
epidemiologicas semelhantes merecendo destaque maior incidéncia em pacientes do sexo
masculino, predominio de pacientes com baixa escolaridade (analfabetos e ensino
fundamental incompleto) e mais de 70% dos casos validos provenientes da regido Centro-
Oeste.

A tabela 2 mostra a relacdo entre as caracteristicas clinicas dos pacientes validos com
LTA. Apresentaram tempo de doenga variando de 1 a 600 meses (50 anos), com média de
20,61 meses (desvio padrédo +62,546). A distribuicdo do tempo de doenca mostrou que
procuraram atendimento até 3 meses (39,8%), entre 3 e 6 meses (22,0%), entre 7 e 9 meses
(8,6%) e entre 10 e 12 meses (9,2%). ApOs o primeiro ano tivemos relatos de tempo de
doenca no 2° ano (8,0%), no 3° ano (2,6%), no 4° ano (2,6%), no 5° ano (1,1%) e mais de 6
anos (6,0%).

A distribuicdo corporal das lesdes entre os pacientes validos predominou nos
membros inferiores em 40,7% dos casos de LTA. Multiplas lesdes acometendo 2 sitios
(5,4%), 3 ou mais sitios (1,4%) e lesbes difusas (0,1%) também foram encontrados. O
namero de lesdes ao diagndstico variou de zero a 26 lesbes, com moda de 1 e média de 1,52
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lesBes (desvio padrdo +1,774). A distribuigdo das caracteristicas clinicas entre os grupos LTA

e controles estdo presentes na tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Distribuicdo das caracteristicas clinicas entre os grupos Leishmaniose Tegumentar

Americana e controles. N (nimero de casos).

Caracteristica Leishmaniose Controles
N % %

Tempo de

' 0 a 3 meses 259 35,1 45 16,0
4 a 6 meses 143 19,4 11 3,9
7 a9 meses 56 7,6 4 14
10 a 12 meses 60 8,1 10 3,5
1a?2anos 52 7,1 7 2,5
2 a3 anos 17 2,3 0 0,0
3 a4 anos 17 2,3 3 1,1
4 a5 anos 7 0,9 1 0,4
+ 5 anos 39 53 4 14
Dado néo disponivel 87 11,8 197 69,9

Local da leséo
Segmento cefalico 180 24,4 15 5,3
Membro superior 151 20,5 18 6,4
Tronco 46 6,2 4 1,4
Membro inferiore 293 39,8 38 13,5
2 partes do corpo 39 53 6 2,1
3 partes do corpo 10 14 2 0,7
4 ou mais partes do 1 0,1 0 0,0
Dado néo disponivel 17 2,3 199 70,6

Numero de

- © 00 7 0,9 2 0,7
01 580 78,7 63 22,3
02 61 8,3 9 3,2
03 37 5,0 3 1,1
04 15 2,0 3 1,1
05 4 0,5 1 0,4
06 5 0,7 1 0,4
07 6 0,8 0 0,0
08 2 0,3 1 0,4
09 2 0,3 1 0,4
10 ou mais 7 0,9 2 0,7
Dado néo disponivel 11 1,5 196 69,5




45

Os pacientes do grupo controle tiveram caracteristicas clinicas com predominio de
tempo de doenga nos seis primeiros meses de doenca. Considerando o total de casos de LTA
de 737 e de controles de 282 pacientes, tivemos grande numero de informacgdes néo
localizadas. A maioria das lesdes acometeu 0 membro inferior. A maior parte das lesbes foi
dnica.

As propriedades dos testes diagndsticos de exames complementares comparando o
grupo controle e grupo LTA sdo descritoas na tabela 3.

Tabela 3 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN), acuracia (A) e indice Youden dos testes diagnosticos. N (niumero total de
pacientes que tinham informacdo do resultado do exame), HLP (histiolinfoplasmocitério).
IDRM (intradermorreacdo de Montenegro). IFA (reacdo de imunofluorescéncia indireta).

Exames

. Controles LTA
laboratoriais

N N Sensibilidade Especificidade VPP VPN A Jndice
Youden

Exame direto 105 521 30.3 100 100 224 415 30,3
positivo
Cultura positiva 108 514 31.9 100 100 23.6 437 319
Histopatologia com 4, 447 105 100 100 145 223 105
Leishmania
Histopatologia com
o 101 597 84.7 81.2 963 446 827 641
IDRM = 5mm 119 644 87.7 63.9 929 490 840 516
IFA > 1/40 79 534 56.7 77.2 944 209 544 340

Os testes diagndsticos do grupo controle com resultados positivos ocorreram na
histopatologia de padrdo histiolinfoplasmocitario em 18,8% dos casos. Na IDRM com titulo
maior ou igual a 5mm foi positivo nesta populagdo em 36,1%. J& na IFA com titulo maior ou
igual a 1:40 esteve presente em 22,8%. Estes testes sdo considerados falsos positivos. Os
exames de esfregaco, cultura e histopatologia mostrando a Leishmania no tecido nédo tiveram

falsos positivos.

O teste de Montenegro apresentou diferentes valores de sensibilidade e
especificidade para variados pontos de corte como 4mm (89,7%, 57,1%), 5mm (87,7%,
63,9%), e 6mm (84,3%, 73,1 %) de acordo com a curva ROC na figura 11.
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Figura 12 - Curva Receiver Operating Characteristic (ROC) da intradermorreacdo de
Montenegro no diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana e ponto de corte com
maior acuracia (Sensibilidade 87,73% [84,9-90,2]; especificidade 63,87% [54,6-72,5]; Razédo
de Verossimilhanga do Teste Positivo: 2,43 [1,9-3,1]; Razdo de Verossimilhanca do teste
Negativo: 0,19 [0,2-0,2]; area sob a Curva (AUC)=0,846 [0,819-0,871]). Sensivity
(sensibilidade), Specificity (especificidade).

Na tabela 4 estdo descritas as caracteristicas epidemioldgicas entre 0s grupos LC e
LM. Destaca-se o predominio do sexo masculino em ambas as amostras. Entre os dados
validos, no grupo LC ha predominio dos casos na faixa etéria entre 20 e 40 anos. Ja no grupo
LM h& uma maior frequencia de pacientes com faixa etaria acima de 40 anos. Mais de 60%
dos casos validos em ambos o0s grupos tiveram como regido provavel do contagio o Centro-

Oeste.
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Tabela 4 - Distribuicdo das caracteristicas epidemioldgicas entre os grupos Leishmaniose

cuténea e mucosa. DF (Distrito Federal). N (nimero de casos).

Caracteristica

Leishmaniose

Leishmaniose

N % N %
Género Masculino 428 69,4 86 71,7
Feminino 189 30,6 34 28,3
Faixa etaria
(anos) 0al0 30 4,9 2 1,7
11a20 86 13,9 6 5,0
21a30 105 17,0 13 10,8
31a40 119 19,3 20 16,7
41a50 99 16,0 23 19,2
51 a 60 86 13,9 20 16,7
61a70 53 8,6 25 20,8
Mais 70 32 5,2 11 9,2
Dado néo disponivel 7 1,1 0 0,0
Escolaridade
Analfabeto 32 5,2 9 7,5
Fundamental 31 5,0 3 2,5
Fundamental 46 7,5 13 10,8
Médio incompleto 24 3,9 5 4,2
Médio completo 71 11,5 11 9,2
Superior incompleto 16 2,6 1 0,8
Superior completo 37 6,0 8 6,7
Dado néo disponivel 360 58,3 70 58,3
Estado civil
Solteiro 195 31,6 28 23,3
Casado 217 35,2 59 49,2
Viuvo(a) 11 1,8 6 5,0
Divorciado 18 2,9 1 0,8
Unido estavel 5 0,8 1 0,8
Dado néo disponivel 171 21,7 25 20,8
Local
do contdgio DF 151 24,5 29 24,2
Centro-Oeste (sem 197 31,9 44 36,7
Nordeste 101 16,4 26 21,7
Norte 50 8,1 3 2,5
Sudeste 58 94 15 12,5
Fora Pais 1 0,2 1 0,8
Dado néo disponivel 59 9,6 2 1,7
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As caracteristicas clinicas dos pacientes dos grupos LC e LM estdo descritas na
tabela 5. Entre os dados validos destaca-se 0 tempo de doenca no grupo LC predominando
antes de 6 meses de doenca (70,8%). J& no grupo LM a maioria dos casos (79,3%) tem mais
de 6 meses de evolugéo, destacando-se 20,7% dos casos com mais de 5 anos de evolucéo da
doenca. A distribuicdo das lesdes tem o membro inferior como segmento mais frequentemente
acometido no grupo LC, seguindo-se membro superior; j& no grupo LM as mucosas do
segmento cefalico sdo mais acometidos e 10% tem acometimento extra-mucoso. Lesdo unica

é a mais frequente em ambos 0s grupos.

A tabela 6 descreve a positividade dos exames diagnésticos nas formas LC e LM de
LTA. Destaca-se a positividade maior da forma LC nos testes de exame direto, cultura e
histopatologia com visualizacdo da Leishmania. J& a forma LM apresentou valores mais
elevados na histopatologia com padrdo histiolinfoplasmocitario, na IDRM e na IFA. Contudo
apenas o resultado positivo nos testes de histopatologia com identificacdo do protozoério e do
titulo da IFA foram significantes entre os grupos.

A analise univariada descrita na tabela 7 mostrou que os pacientes com LM eram
mais velhos, tinham menor nimero de lesdes e maior tempo de doenga quando comparados
com o grupo LC. Comparando-se os testes diagndsticos entre os grupos, LM apresentou
valores maiores de didmetro da IDRM e dos titulos da IFA. Mesmo retirando as formas
especiais da analise, algumas delas consideradas altamente reativas, esta diferenca
permaneceu positiva na IDRM (p=0.045; 95%CI=0.70-6.696) e na IFA (p=0.001; 95% ClI
13.229-52.625). Os valores de IDRM e titulos de IFA nas formas especiais (recidiva cutis,
esporotricoide, difusa e disseminada) ndo foram diferentes quando comparados as formas LC
e LM.
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Tabela 5 - Distribuicdo das caracteristicas clinicas entre os grupos Leishmaniose cuténea e
mucosa. N (nimero de casos).

Caracteristica

Leishmaniose

Leishmaniose Mucosa

N % N %

Tempo de

' 0 a 3 meses 249 40,4 10 8,3
4 a 6 meses 129 20,9 14 11,7
7 a9 meses 48 7,8 8 6,7
10 a 12 meses 40 6,5 20 16,7
+1 a 2 anos 31 50 21 17,5
+2 a 3 anos 10 1,6 7 5,8
+3 a 4 anos 10 1,6 7 5,8
+4 a 5 anos 2 0,3 5 4,2
+ 5 anos 15 2,4 24 20,0
Dado néo disponivel 83 13,5 4 3,3

Local da leséo
Segmento cefalico 73 11,8 107 89,2
Membro superior 150 24,3 1 0,8
Tronco 46 7,5 0 0,0
Membro inferior 291 47,2 2 1,7
2 partes do corpo 33 53 6 5,0
3 partes do corpo 6 1,0 4 3,3
4 ou mais partes do 1 0,2 0 0,0
Dado néo disponivel 17 2,8 0 0,0

Numero de

o 00 6 1,0 1 08
01 472 76,5 107 89,2
02 54 8,8 7 5,8
03 35 5,7 2 1,7
04 14 2,3 1 0,8
05 4 0,6 0 0,0
06 5 0,8 0 0,0
07 6 1,0 0 0,0
08 1 0,2 1 0,8
09 2 0,3 0 0,0
10 ou mais 7 1,1 0 0,0
Dado néo disponivel 11 1,8 1 0,8
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Tabela 6 — Distribuicdo de valores positivos aos testes diagndsticos entre 0s grupos
Leishmaniose cutdnea e mucosa. IC (intervalo de confianga). HLP (histiolinfoplasmocitério).
IDRM (intradermorreacdo de Montenegro). IFA (imunofluorescéncia indireta).

Exames laboratoriais Leishmaniose Cutanea Leishmaniose Mucosa  Teste Qui-quadrado
Positivo Total % Positivo Total % p-valor IC 95%

Exame direto 148 473 313 10 38 208 01557 -5,654- 23,009

positivo

Cultura positiva 153 467 328 11 36 234 02625 -8527-22107

Histopatologiacom o0 e 159 2 109 1,8 00005 6,117 - 14,147

Leishmania

Histopatologiacom 5, yag gy 3 93 109 853 04637 -5886- 10,370

infiltrado HLP

IDRM = 5mm 471 541 87,0 94 103 912 02586 -3.754-9683

IFA > 1/40 230 425 541 73 109 67,0 00154 2,100 - 22877

Tabela 7 — Anélise univariada da relacdo entre caracteristicas dos grupos Leishmaniose
cutanea e mucosa. DP (desvio padréo).

Exames laboratoriais Leishmaniose Cutinea Leishmaniose Mucosa
Média DP Média DP p-valor
NUmero de lesbes 1.59 +1.904 1.17 +0.771 <0.001
Idade (anos) 38.88 +18.777 48.01 +17.678 <0.001
Tempo de doenca (meses)  10.59 +28.924 66.75 +124.845 <0.001
IDRM (mm) 13.88 +10.131 17.3 +16.339 0.042
IFA (1:x) 46.92 +63.693 79.27 +98.655 =0.001

Em busca de diferencas entre os grupos LC e LM foi realizado cruzamento entre os
dados clinicos e laboratoriais a partir de analise multivariada. Esta mostrou a existéncia de
algum fator confundidor na analise de dados e 0s mesmos passaram a ndo ser significativos
(tabela 8).
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Tabela 8 - Andlise univariada e multivariada entre os grupos de Leishmaniose cuténea e
mucosa. RC (razdo de chances), IC (intervalo de confianca).

Anélise univariada Analise multivariada
Caracteristica
RC (95% IC) p-valor RC (95% IC) p-valor
Mais de 1 lesdo 25.51 (11.18-58.18) 0.00 144.17 (12.44-1670.71) 0.04
Idade 1.03 (1.02-1.04) 0.00 1.03 (0.99-1.07) 0.33
Tempo de doenca 1.02 (1.00-1.03) 0.00 1.02 (1.00-1.03) 0.20
IDRM 1.02 (1.01-1.03) 0.01 0.89 (0.84-1.09) 0.05

IFA 1.01 (1.00-1.001) 0.00 1.01 (1.00-1.02) 0.09
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5. DISCUSSAO

Este estudo descreveu caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais de
pacientes com LTA atendidos no HUB entre 0s anos de 2001 e 2014.

O diagndstico de LTA pode ser extremamente dificil devido & grande variedade de
apresentacdes que as lesdes podem assumir, tais como: pépulas, nédulo, ulcera, placa
verrucosa e cicatriz (GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012). Em nosso estudo a minoria
(5,4%) dos diagndsticos foram de formas clinicas especiais (esporotricoide, disseminada,
recidiva cutis e difusa), Bari A e Rahman SB (BARI; RAHMAN, 2008) relatam em 718
pacientes do Paquistdo diversos padr6es morfoldgicos de Leishmaniose cutanea desde lesdo
tipica com Ulcera emoldurada, que predominou na amostra, até outras com padrdes atipicos
(lupbide, esporotricdide, erisepoldide, psoriasiforme, zosteriforme) que totalizaram 5,7%.

Devido a este polimorfismo das lesdes varias doengas fazem parte do diagndstico
diferencial. Em nosso estudo outras doencas infecciosas, inflamatérias e neoplésicas
mimetizaram LTA em cerca de um quarto dos casos. importante, pois possuem tratamentos
diferentes (medicacdes e tempo variados), exames de acompanhamento distintos e o
progndstico ira ser influenciado por estes fatores associados a precocidade da identificacdo da
doenca. (GOTO; LINDOSO, 2010).

Estudo de grupo da UnB (SAMPAIO et al., 1989) entre 1975 e 1983 com pacientes
atendidos no DF descreveu 114 casos de LTA onde mostrou predominio de homens (71,9%) e
da faixa etaria de 21-30 anos. Outro estudo de grupo da UnB (NAME et al., 2005) identificou,
no periodo de 1994 a 1998, 240 casos de LTA onde predominaram homens (66,2%), faixa
etaria entre 20-39 anos (38,8%). Estudo de Silva N.S. e Muniz V.D. (SILVA; MUNIZ, 2009),
no periodo de 2001 a 2006 no Acre, avaliou 8.516 casos de LTA onde os homens totalizaram
68,8%, a média de idade dos pacientes foi de 26,3 anos e 62,2% tinham sete anos ou menos

de estudo. Estudo em Alagoas (ROCHA et al., 2015), entre 2007 e 2013, com 547 casos teve
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predominio de homens (67,28%) e da faixa etéaria entre 20 a 34 anos. H& descricdo em uma
dissertacdo de mestrado (SILVA, 2008) que estudou populacdo do Estado do Ceara entre 0s
anos de 2003 e 2005 em que a cidade de Juazeiro do Norte-CE se destaca pelo predominio de
mulheres (57,5%) e em Barbalha-CE foram iguais as frequéncias em relacdo ao sexo. Estudo
do Parand (CURTI et al., 2009) entre 1986 e 2005 com 1656 pacientes destacou-se
predominio do sexo masculino (72,6%) e da faixa etaria entre 30 a 49 anos (41,4%).

Em nossa amostra os pacientes do sexo masculino predominaram (69,7%) e a faixa
etaria mais prevalente foi entre 31-40 anos (19,0%) e 24,5% tinham sete anos ou menos de
escolaridade. Nossos dados corroboram a caracteristica epidemiolégica da LTA de ser uma
doenca que acomete homens na faixa etaria economicamente ativa, justificada por estes fazem
maior quantidade de atividades ao ar livre e estdo expostos ao ambiente do vetor (SAUDE;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000). A maior escolaridade de nossos casos difere
de outros estudos, este fato pode ser atribuido ao fato de pesquisadores da UnB que se
contaminam em atividades de campo procuram o HUB para tratamento; outro fato é o Distrito
Federal ter uma renda per capta superior a outros Estados da regido Norte e Nordeste.

O HUB por contar com um ambulatério de referéncia para LTA e fazer parte do
sistema publico de satde recebe pacientes do DF, de outros Estados do Brasil e até mesmo de
outros Paises ocasionalmente. No estudo entre 1975 e 1983 (SAMPAIO et al., 1989) os casos
eram procedentes de Goias (32%), Bahia (22%), Minas Gerais (18%), Ceara (9%) e 0s outros
19% de outros Estados, o DF teve apenas um caso neste estudo. Estudo entre 1994 e 1998
(NOGUEIRA; SAMPAIO, 2001) com 240 pacientes a procedéncia era do Goias (23%),
Minas Gerais (20%), Bahia (16,7%), Distrito Federal (10,4%), Maranhdo (6%) e outros
estados com 23,9%. Em nossa amostra a distribuicdo dos casos se deu nos estados de Goias
(32,3%), Distrito Federal (26,6%), Bahia (10,9%), Minas Gerais (10,5%). O aumento do

namero de casos autdctones no Distrito Federal mostra mudanga no perfil epidemiolégico em
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comparacdo com estudos prévios devido ao aumento populacional e a ocupacdo de areas de
cerrado para habitacéo.

Estudo no Parana de Castro EC et al (CASTRO et al., 2002) com 332 pacientes
mostrou predominio de lesdes de LTA nos membros inferiores (47,7%), seguido por membros
superiores (26,7%) e face (16%); com 67% das lesdes Unicas e 31% eram multiplas (2 ou
mais) e apenas 2% de pacientes com forma mucosa. Estudo do Sampaio RNR et al de 1989
(SAMPAIOQ et al., 1989) com 114 casos também mostrou que a maioria das lesdes eram nos
membros inferiores (57,6%) e a presenca de lesdo Unica em 52%; e 52,6% de casos de LM.
Name et al em 2005 com populagéo do DF (NAME et al., 2005) mostrou que a maioria das
lesbes eram nos membros inferiores (56,5%), seguido de membros superiores (28,4%) e
cabeca (13,6%); e 40,8% eram LM. Em nosso estudo o predominio foi de lesbes em areas
expostas (membros inferiores, face e membros superiores) e a maioria dos casos foi de lesdo
Unica, estando em concordancia com a literatura por serem regides mais suscetiveis a picada
do vetor.

Nogueira LSC e Sampaio RNR (NOGUEIRA; SAMPAIO, 2001) avaliaram os
métodos diagndsticos da LTA e mostrou positividade do exame direto (35,4%), da cultura
(44,6%), exame histopatoldgico com amastigotas (18,8%), exame histopatolégico com padréo
compativel com LTA (50,4%) e IFI (64,7%). Name RQ et al (NAME et al., 2005) mostrou
positividade dos testes de exame direto (47,5%), cultura (47,6%), exame histopatoldgico
visualizando amastigota ou padrdo compativel com LTA (65,6%), IFlI (67,6%) e IDRM
(96%). Em estudo no Acre (OLIART-GUZMAN et al., 2012) a positividade do exame direto
em 396 pacientes foi de 10,2%; o histopatolégico foi avaliado em 354 pacientes (7,1% com
visualizagdo de formas amastigotas e 53,7% com padrdo tipico de LTA); j& a IDRM foi

realizada em 523 pacientes e positiva em 90,3% destes. Estudo no Parand (SZARGIKI et al.,
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2009) com 87 pacientes de LTA mostrou positividade no exame direto e/ou cultura em
79,3%; a IFI foi testada em 81 pacientes e positiva em 80,2%.

Em nossa amostra os testes para visualizacdo do parasita (exame direto, cultura e
histopatologia mostrando amastigota) tiveram menor indice de positividade. O exame direto e
cultura se destacam como testes extremamente especificos mas apresentam baixa
sensibilidade. Contribui para isso a dificuldade de identificagdo do parasita pela menor
quantidade presente na lesdo, a dificuldade de visualizagdo na lamina sob o microscépio e o
trabalhoso cultivo do protozoario em laboratério.

O exame histopatolégico conseguiu identificar a Leishmania no tecido em apenas
10,5% dos casos e a identificacdo do padrdo de infiltrado linfohistioplasmocitario esteve
presente em 84,7% dos casos, 0 que esta de acordo com estudos prévios realizados. Persiste a
dificuldade de obtencdo de exame com adequado valor de sensibilidade e especificidade para
o diagnostico.

A IDRM foi o teste com maior sensibilidade (87,7%) auxiliando na triagem de LTA
para excluir outras doencas. O exame de IFI teve sensibilidade menor (56,7%) quando
comparado a outros estudos prévios do mesmo grupo na UnB e de outros Estados.

A andlise do indice de Youden entre 0s estudos mostrou que apenas 0 exame
histopatolégico mostrando infiltrado histiolinfoplasmocitario e a IDRM com resultado maior
que 5mm tiveram valores com indice acima de 50% se mostrando como testes satisfatorios.
No entanto, na pratica clinica, a limitada especificidade destes exames pode resultar em
diagndsticos errbneos e exposicdo desnecessaria as drogas de escolha para o tratamento da
LTA.

Estudo do Parand (SKRABA et al., 2015) mostrou similaridades entre os valores de
4mm, 5mm e 6mm. Estudo analisando popula¢do do Oriente Médio (SADEGHIAN et al.,

2013), onde casos de leishmaniose mucosa sdo raros, houve reafirmacdo do ponto de corte de
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5mm Os valores da IDRM em nosso trabalho tiveram ponto de corte com maior sensibilidade
e especificidade com didmetros maiores ou iguais a 5Smm, outros pontos como 4 e 6mm
tiveram valores inferiores.

O uso de técnicas modernas como PCR e micro-cultivo de Leishmania (ESPIR et al.,
2016; GOMES et al., 2015a; RASTI et al., 2016b) apresentam elevada sensibilidade mas os
altos custos aliados a dificuldade de realizacdo dos métodos inviabilizam sua realizacdo na
pratica diaria das maiorias das cidades do pais. Este fato que fica ainda pior ao se notar que a
maioria dos casos descritos neste estudo e nos dados presentes no SINAN ocorrem em regides
com menor disponibilidade de técnicas diagndsticas avancadas como o Norte, Nordeste e
Centro-Oeste brasileiro.

Esses dados dos exames diagndsticos reforcam a necessidade de outros referenciais
para a correta identificacdo da LTA e das doengas que a mimetizam, assim como a busca por
outros parametros que possam diferenciar as formas clinicas de LTA.

Estudo no Acre (OLIART-GUZMAN et al., 2012) comparou caracteristicas entre 0s
grupos LC e LM, onde este ultimo correspondeu a 29,5% dos casos; 0 nimero de lesdes do
grupo LC (1,46 lesdes) foi maior que no grupo LM (1,10) e estatisticamente significante
(p=0,021). Avaliacdo de 80 casos de LTA por grupo da UnB (SAMPAIO et al.,, 1980)
mostrou que 60% tinham a forma LM; o tempo de evolucdo da doenca foi menor que 1 ano
em 71,9% dos casos de LC e 6,2% dos casos de LM. Estudo de Name RQ et al em
2005(NAME et al., 2005) mostrou 40,8% de formas LM; o tempo de doenga na LC foi
inferior a 6 meses em 75,6% dos casos e 14,6% no grupo LM, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001). Avaliagdo de Curti MC et al mostrou que 88,9% dos
pacientes foram classificados como LC e 11,1% como LM. Avaliagdo de casos em Alagoas
(ROCHA et al., 2015) mostrou que a forma LC foi predominante com 95,06% dos casos. Em

nossa amostra a forma LM correspondeu a 16,3% dos casos; o nimero de lesdes foi
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significativamente maior no grupo LC; e o tempo de doenca foi maior no grupo LM.
Evolutivamente notamos uma melhora no tempo de diagnéstico da forma LM quando
comparado com estudos prévios.

Estudo de Cuba C et al. (CUBA et al., 1984) com 239 pacientes na Bahia buscou
caracterizar melhor a LM presente em 24% dos casos; identificando que esta forma apresenta
maior tempo de doenca. Machado-Coelho G.L.L. et al (MACHADO-COELHO et al., 2005)
estudou 2820 pacientes com LTA e identificou que os pacientes com LM eram maios velhos,
maioria do sexo masculino e tempo de doenga mais prolongado (maior que 4 meses); nao
foram significantes o nimero de lesdes ou a localizagéo das lesGes.

Em nossa amostra a comparacao entre as caracteristicas clinicas de pacientes com as
formas principais de LTA avaliada por meio da analise univariada mostrou que 0s pacientes
que sofriam com a forma LM eram mais velhos, tinham maior tempo de doenca e menor
nimero de lesdes ao diagnostico. Estes fatos podem ser justificados pela interacdo da
Leishmania com o tecido da orofaringe que pode necessitar de longo tempo para gerar lesdes
mucosas (S et al., 2012).

Em relacdo aos testes imunoldgicos os valores de IDRM e titulos de IFI foram
maiores nos pacientes com a forma ML. O mesmo ocorreu em estudo de Cuba C et al(CUBA
et al., 1984). A base imunoldgica pode ser explicada pelo predominio de resposta Thl que é
ineficaz na eliminacdo total do parasita e 0 mantem no tecido exposto ao sistema imunoldgico
por tempo prolongado. A presenca constante deste antigeno pode estimular uma inflamacéo
cronica que serve de mantenedor da produgdo de anticorpos 0 que levaria a maiores titulos de
exames imunoldgicos. Todas estas caracteristicas justificam a dificuldade de resposta
terapéutica na forma ML (CUMMINGS; TULADHAR; SATOSKAR, 2010; GURUNG,;

KANNEGANTI, 2015; NYLEN; EIDSMO, 2012).
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Buscou-se um ponto de corte preciso nos valores de IDRM e titulos de IFI que
pudesse diferenciar de maneira pratica os pacientes com as formas clinicas LC e LM. Contudo
esta ideia original deste grupo de pesquisa ndo foi alcancada nesta amostra ficando esta
hipotese para trabalhos posteriores.

A anélise multivariada ndo confirmou as diferengas encontradas pela univariada nas
caracteristicas clinicas e nos testes laboratoriais entre as formas LC e LM. A Unica diferenca
que persistiu foi 0 menor nimero de lesbes no grupo LM. Contudo, esta diferenca ndo foi
significante o suficiente para diferenciar as formas clinicas principais. O tempo prolongado de
exposicdo ao antigeno da Leishmania presente no tecido nas formas de LM e o tempo de
evolugdo da doenca podem atuar como fatores confundidores levando a altos titulos de IDRM
e IFI. Possivelmente a maior IDRM na LM relatada em diversos estudos é efeito do tempo
prolongado da doenca e ndo de uma caracteristica prépria dessa forma clinica.

A visualizacao de lesGes mucosas pode ser dificil a olho nu e um erro no diagnostico
é muito prejudicial ao paciente. Outro aspecto que dificulta o diagndstico é a falta de
especialistas, como otorrinolaringologistas e dermatologistas, e a falta de equipamentos
adequados em éareas remotas do pais A identificacdo incorreta de forma ML e o posterior
tratamento inadequado desta com doses e tempo inferiores a necessaria pode resultar em
maior recorréncia e persisténcia do parasita na lesdo (SAMPAIO; MARSDEN, 1997a).

Estudos recentes mostram que pacientes com LC que tiveram a mucosa da regido
cefalica examinada e aparentemente ndo apresentava lesdes clinicamente perceptiveis de LTA
podem apresentar tracos de material genético (DNA) de Leishmania o que sugeriria uma
infeccdo subclinica que se ndo diagnosticada precocemente levard a avanco da doenca e
destruicédo da regido (FIGUEROA et al., 2009; GOMES et al., 2014a).

A destruicdo progressiva da mucosa oro e nasofaringea gera com o tempo casos

avancados e mutilantes desta regido. O estigma psicossocial no paciente pela deformidade
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leva & marginalizagdo, o afasta do convivio da sociedade e dificuldade de encontrar
trabalno(COSTA et al., 1987).

Atualmente o Brasil passa por restricdes orcamentarias que levaram o principal
laboratorio de producdo do antigeno utilizado no teste de Montenegro a suspender sua
producdo. Além disso, novas normas sanitarias estdo sendo criadas pelo 6rgédo regulador do
Governo Federal para adequacdo desta substancia. Com este trabalho espera-se estimular os
orgdos competentes a buscar solu¢es mais rapidas para este teste fundamental no diagnéstico
diferencial das lesGes cuténeas.

Em areas remotas do Pais concentram-se a maioria dos casos de LTA. Nestas regifes
sugere-se explorar a0 maximo métodos pouco complexos, tais como a anamnese,

intradermorreacdo de Montenegro e a IFI.
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6. CONCLUSAO

O uso de métodos da anamnese e exames imunoldgicos mais simples devem ser

estimulados na pratica clinica diaria.

As caracteristicas de idade avancada, maior tempo de doenca, maior diametro da
IDRM e titulos elevados da IFI devem ser valorizados e indicar uma suspeita diagnéstica da

forma LM, mas ndo sdo suficientes para distinguir as formas clinicas.

Recomenda-se 0 exame da mucosa com técnicas avangadas como o PCR de todos 0s
pacientes suspeitos para buscar o diagndstico precoce da forma mucosa da Leishmaniose

Tegumentar Americana.

Com esta prética serd possivel detectar precocemente e tratar de maneira adequada
esta forma devastadora de doenga, 0 que permitiria a prevencao de sua recidiva.
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8.2 ANEXO Il - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

Mimero do prontudrio: Sexo: masculing (1), feminino (2);
Mome: Idade:
Estado civil: ignorado (0), solteiro (1), casado (2), vidve (3), divorciado (4), uniiio estavel (5)
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meompleto (4), sccundanio completo (5), supenior incompleto (6), supernor completo (7). pos-graduagdo (8)

Estado onde se contaminou: ignorado (), DF (1), GO (2), MS (3), MT (4), MG (5), SP (6), ES (7). R (8), PR
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antimoniato-+anfotericina+pentamidina ( 7), nenhum (10}
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(14}, histoplasmose (15). farmacodermia (16), pioderma gangrenoso (17), feohifomicose (18), carcinoma
basocchular (19), carcinoma espinocelular (20, Hanseniase (21), ulcera venosa (22), LES (23), TH (24), HIV
(25), leishmaniose visceral (26), pénfigo (27), linfoma (28)

Exame parasitobogico dircto (esfregago): ignorado (), positive (1), negativo (2), outro agente (3)
Cubtura: ignorado (00), positivo (1), negative (2), outro agente (3)
Biopsia realizada: ignorado (0), sim (1), ndo (2),

Histopatologico: ignorado (0), encontro do parasita (1), compativel (2), nio compativel (3). negativo (4), ndo
realizado (5)

Maior valor do Montenegro em mm:

Menor valor do Montenegro em mm:

Resubado da munofluorescéncia para Leishmania:
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Espécie determinada: ignorado (0), L L braziliensis (1), L V amazonenses (2), ndo realizado (%)
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Practice diagnosis between the mucosal and cutaneous forms of American Tegumentary
Leishmaniasis by clinical, epidemiological characteristics and immunological tests of low cost

and high effectiveness.

ABSTRACT

The accurate diagnosis of the clinical forms of American Tegumentary Leishmaniasis (ATL)
is important because the mucosal form requires longer treatment with toxic drugs, has a
chronic evolution, a high recurrence rate and cause disfiguring scars and death.

Our objective was to study the clinical profile and laboratory tests from patients treated at a
referral clinic for ATL in Midwest Brazil from 2001 to 2014 to differentiate mucosal (ML)
from cutaneous (CL) forms using a multivariate analysis.

Of 1019 patients with suspicious lesions, 737 had ATL. Univariate analysis showed that
patients with ML, when compared to CL, were older (p<0.001), had longer disease duration
(p < 0.001), lower number of lesions (p<0.001), higher values of Montenegro skin test
(p=0.042) and tittles of IFA (p=0.001). Multivariate analysis showed that a confounder
influenced the univariate analysis result.

High titles of MST and IFA, as well as patients with higher age and disease duration, could be
associated with the form ML, requiring a study with a longer and larger sample to show

statistical significance.

Keywords: American Tegumentary Leishmaniasis; Diagnosis; Montenegro Skin Test; Indirect

Immunofluorescence; Mucosal Leishmaniasis

The most prevalent species that cause Mucosal Leishmaniasis (ML) in Brazil is L.(V.)

braziliensis. The disease can rarely be caused by L.(V.) guyanensis and exceptionally L.(L.)
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amazonensis. The correct diagnosis between Cutaneous Leishmaniasis (CL) and ML is
important because the last one needs more time of treatment with a toxic drug, has a chronic
evolution, leading a high recurrence rate and causing facial deformities and death (AMATO et
al., 2007; BRASIL. et al., 2007; GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012; HALDAR; SEN;
ROY, 2011; NAME et al., 2005; REVEIZ et al., 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).

Studies have shown that the presence of the parasite in the healthy mucosa of patients with
CL diagnosis, indicating that mucous lesion can occur before the first sign or symptom of
mucous involvement (FIGUEROA et al., 2009; GOMES et al., 2014a). This justifies why the
early diagnosis of ML is so important although defiant.

ATL laboratorial diagnosis can be done by the search for the parasite (smear, culture,
histopathology), detection of their DNA (polymerase chain reactions - PCRs) or by the search
for immunological host response (Montenegro skin test - MST, indirect immunofluorescence
assay - IFA, ELISA). These tests have a great variation in the accuracy and clinical
epidemiological profile could help at the correct diagnosis (GOMES et al., 2014b; GOTO;
LINDOSO, 2010; SOARES et al., 2015; WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

The aim of this study was to test if quantitative MST and IFA adjusted for the main clinical
epidemiologic characteristics can differentiate the main forms of ATL, CL and ML, by using

a multivariate model.

We selected, in a consecutive form, patients who had tegumentary lesions suspicious for ATL
who attended a consultation at the Dermatology, at HUB, UnB- Brasilia-DF, Brazil, from
January 2001 to December 2014.

Patients were diagnosed according to criteria previously established using a composite

reference standard formed by the association of epidemiology, clinical suggestive lesions,
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direct examination, culture and histopathology (BRASIL. et al., 2007; HANDLER et al.,
2015).

Patients were divided into groups: 1) CL, 2) ML and 3) control (Leishmania infection was
excluded). All patients with mucosal lesion with or without skin lesions formed the mucosal
group. We excluded patients with the human immunodeficiency syndrome, indigenous and
pregnant women.

Smear, culture, histopathology, MST and IFA tests were performed according to the reference
standard (BRASIL. et al., 2007; FAGUNDES et al., 2012; GOMES et al., 2014b; GOTO;
LINDOSO, 2010; WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 2010).

The statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) version 23.0 (IBM, 2016). Continuous variables with Gaussian distribution were
processed by the Student's t-test, and Mann-Whitney test was used where no normal
distribution was observed.

A univariate logistic regression model was performed in order to detect the individual effect
of each variable among groups and possible confounders. With the significant variables in the
univariate model, based on the Akaike criteria, a multivariate logistic regression model was
defined to better distinguish the two diseases. The level of significance was set at 0.05.

The current investigation was approved by the Research Ethics Committee of the Medical
School of the UnB (Protocol 908,061/2014) and it is in line with the 1964 Declaration of

Helsinki (DoH) as revised in 2013 (JAVA, 2013).

The Figure 1 describes the flowchart of the patients. We observed in the CL group rare forms:
29 recidiva cutis (RCL), seven sporotrichoid (SCL), three disseminated (DL) and one diffuse

cutaneous leishmaniasis (DCL).
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The 282 control cases patients had the diagnosis: bacterial infections (25.53%), trauma
(19.86%), vascular ulcers (14.89%), sporotrichosis (9.93%), squamous cell carcinoma
(5.67%), basal cell carcinoma (3.90%), chromomycosis (3.90%), cutaneous tuberculosis
(3.55%), leprosy (3.55%). Others diseases amounted 9.2% (pyoderma gangrenosum, drug-
induced skin disorders, paracoccidioidomycosis, discoid lupus, histoplasmosis,
phaeohyphomycosis, pemphigus vulgaris, lymphoma).

The diagnostic tests in the patient with ATL showed sensitivity and specificity respectively
for smear (30.3% and 100%), culture (31.9% and 100%), histopathology showing Leishmania
(10.5% and 100%), MST = 5mm (87.7% and 63.9%) and IFA > 1/40 (54.7% and 77.2%).
Patients with ATL were male in 69.74% (CL = 69.37%, ML = 71.67%, p=0.617), a mean age
of 40.38 years and a mean time of disease of 20.61 months. A single lesion in skin was seen
in 77.9% of CL cases. ML group had 10% active skin lesion or scar at the diagnosis. The
univariate model shows that ML patients presented higher age (CL 38.88 years +/- 18.777 and
ML 48.01 years +/- 17.678 p<0.001), fewer lesions (CL 1.59 +/-1.904 and ML 1.17 +/- 0.771,
p<0.001) and longer time of disease (CL 10.59 months +/- 28.924 and ML 66.75 months +/-
124.845, p<0.001).

In the univariate analysis, MST and IFA presented higher values in ML. MST presented
13.88mm +/-10.131 in CL and 17.3mm +/- 16.339 in ML, p=0.042. IFA titles (1:x) presented
46.92 +/- 63.693 in CL and 79.27mm +/-98.655 in ML, p=0.001. The average size of the
MST and the tittles of IFA analyzing special forms like RCL, SCL, DL and DCL were not
different compared to CL and ML.

Multivariate analysis (Table 1) showed that these results were influenced by confounder and

the only characteristic that remained statistical significance was the fewer skin lesions in ML

group.
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The lesions in ATL may present as a papule, nodule, ulcer, verrucous and scar that mimics
others skin diseases(GUIMARAES et al., 2009). Inflammatory, neoplastic and infectious
diseases presented cutaneous lesions similar to those in ATL in a quarter of our patients. The
MST was the test with higher sensitivity (87.7%) for the identification of cases of ATL and is
fundamentally useful for the differential diagnosis and therefore an adequate treatment.

In this sample, the search for Leishmania through parasitological tests (smear, culture and
amastigote presence in histopathology) shows low sensitivity, which demonstrates the
difficulty of finding the parasite in lesions using these classical methods, especially for L.(V.)
braziliensis. The three tests depend on trained personal with experience and culture is time-
consuming needing weeks to give a result(GOTO; LINDOSO, 2010). This data reinforces the
need for other parameters to diagnosis the disease and to differentiate the clinical forms of
ACL.

In this sample, patients with ATL were mostly men in the economically active age group.
This group is more likely to perform outdoor activities in vector habitat as seen in others
studies (NAME et al., 2005; REIS et al., 2008b; SOARES; ABAD-FRANCH; FERRAZ,
2014; TELES et al., 2013).

Comparing the clinical characteristics of patients with the major forms of ATL, we found in
the univariate analysis that patients with ML were older and have a longer disease duration;
however, this was not confirmed by the multivariate analysis. This fact leads to a possibility
that the interaction of Leishmania with the tissue of the oropharynx requires a long time to
generate lesions. The immunological basis is explained by the predominance of a T-helper 2
response that does not suppress the parasite in the ML cases, which would generate a chronic
inflammatory response causing the destruction of the tissue(CUMMINGS; TULADHAR;

SATOSKAR, 2010; GURUNG; KANNEGANTI, 2015; NYLEN; EIDSMO, 2012; SAVOIA,
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2015; SILVEIRA et al., 2009). This finding justifies the greatest difficulty of therapeutic
response of ML.

Multivariate analysis did not confirm any difference in MST and IFA values comparing ML
and CL despite ML group presented higher tittles. A long time of exposition to the antigen
from Leishmania and this could work as a confounder leading to greater tittles of MST and
IFA in ML cases. However, this difference in this study was not great enough to differentiate
ML from CL. The only difference that remains after this analysis was the fewest number of
skin lesion in the ML form.

The visualization of mucosal lesions can be difficult with the naked eye in remote regions
without adequate equipment where this disease is more frequent(GOMES et al., 2015c). A
wrong treatment of ML with a lower dose than what is expected, corresponding to treatment
of CL form, can result in recurrence and subsequent mucosal destruction(AMATO et al.,
2009b; GOMES et al., 2015b; GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012). Therefore,
quantitative immunological diagnostic methods can be very helpful, since it is known that ML
has a cellular response significantly more intense than other forms as localized CL.

At this time in our Country, we face in a situation of difficulty due to lack of supply of
antigen Montenegro by Ministry of Health. With this text, we hope to sensitize competent

organs for a more agile solution.

Concludes by the reaffirmation of the importance of MST in the differential diagnosis of ATL
with other confounding diseases. The fewer lesions, high values of IDRM and IFA and the

greatest period of evolution of the disease may be associated with LM.
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[ 1024 patients suspicious J
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[ 120 Mucosal Leishtnariasis ]—I{ 617 Cutatieous Leishimatiasis J

Fig. 2. Inclusion flowchart for ATL cases and controls. HIV (Human Immunodeficiency
Virus).
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Table 1 — Odds ratios (OR) from univariate and multivariate analysis of the differences of CL

and ML.
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OR (95% ClI) P-value OR (95% CI) P-value
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immunofluorescence assay
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