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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca infecciogamagiosa, de pele
€ mucosas, cujo agente etioldgico € um protozoario do gEeistunaniaEsta doenca
representa um importante problema de salude publica, com mais dehf2smile
pessoas acometidas no Mundo. Tem aumentado em incidéncia, sendo a@aenalén
Brasil a mais alta em todo o Novo Mundo. Dentre as cinco regiasgeimas, o Centro-
Oeste figura como a terceira em incidéncia e a primairarescimento da doenca. No
Distrito Federal, os casos de leishmaniose tém aumentado nos (dtiogshavendo

fortes indicios de autoctonia da doenca.

Apesar do N-metil glucamina jé estar sendo usado na leishmgoios®is de 60 anos
e serem bem conhecidos seus efeitos hepato, nefro e cardiotéxdques;neghnece como
a primeira linha de tratamento para esta doenca. Este estudeaf@aado com o
objetivo de testar uma outra medicagdo, a anfotericina B lipossoomal,esquema
terapéutico curto e com menor risco de toxicidade. Comparou-spa@sta clinica e
imunoldgica, nos pacientes portadores de leishmaniose tegumentaraameforma
localizada, tratados com anfotericina B lipossomal, na dose de /kgichg, por via
endovenosa, durante 5 dias (grupo de estudo) com os pacientes tratados etim N-m
glucamina, na dose de 20 mg SbV/kg/dia, por via endovenosa, durante 20 upas (g
controle). Foram incluidos 35 pacientes sem tratamento prévio ou dosmpas
diabetes, hepato, nefro ou cardiopatias, alocados de forma randomizadass Ehis

grupos.

Os dois grupos foram considerados homogéneos em relagdo aos aspectos
epidemioldgicos e clinicos. O diagnostico foi confirmado pela positeidie dois ou

mais exames parasitoldgicos e imunolégicos em todos os paciefgesfidou-se as
espécies e subgéneros Heishmaniaem vinte e uma amostras provenientes de

pacientes, havendo predominanciddeshmania (Viannia) braziliensis.
Quanto a resposta terapéutica, no grupo tratado com a anfoterigmusdmal, a taxa

de cura foi mais baixa (50%) do que a encontrada no grupo controle. iEoireta
mesma induziu uma resposta clinica em cerca de 81% dos paeienttg 90 dias
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apos o tratamento. Além disto, no periodo de acompanhamento de um ano, nenhum dos
pacientes curados com esta medicacao apresentou recidiva, mostrasdmesma é

eficaz, mas foi usada, provavelmente, em dose baixa. Sendo segurabatxa
incidéncia de eventos adversos e alteracdes laboratoriais. Pdémmesessarios
estudos usando doses mais altas da anfotericina B lipossomal. rigoodrgtado com

N-metil glucamina, todos tiveram suas lesbes cicatrizadas,anmagioria apresentou

eventos adversos e/ou alteragdes laboratoriais, demonstrando sua elevada toxicidade

Em relacdo a resposta imunolégica, houve diminuicdo ou negativacdo dus diiul
imunofluorescéncia indireta apés o tratamento nos dois grupos, indicando uma
diminuicdo dos parasitos com as duas medica¢cdes, com consequiente @0T00OUIEO
producdo de anticorpos. Por meio da imunohistoquimica, observou-se aumento do
namero de células T e macrofagos ativados, numero inalterado detdisnfB e
diminuicdo dos parasitos nas lesdes. Houve negativacdo dos parasitosNemetil-
glucamina em alguns casos, mas isto, ndo ocorreu com a anfot&itpassomal.
Sugerindo que ambas as medicac¢des induziram uma resposta no secitdtridacéo,

mas aparentemente o N-metil glucamina foi mais eficaz.
Entretanto, mais estudos, com numero maior de casos, S0 necegagiasma

conclusao definitiva sobre a resposta clinica e imunoldgica induziaampfetericina B

lipossomal em pacientes portadores de LTA forma cutanea localizada.
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ABSTRACT

American Cutaneous Leishmaniasis is a non-contagious, infectioaselist skin and
mucosa, whose aetiologic agent is a protozoa of the dezisbmania This disease
represents an important public health problem, affecting more thanillighrpeople
worldwide. It has increased in incidence, with the highest prevalence occurrBrgzil
around the New World. The Center-West region, one of the five regidspi, is the
third in incidence and first in growing of the disease. Casesemdhmaniasis have
increased in the last years at Distrito Federal, with gteuspicion of autoctony of the

disease.

Despite of the usage of N-metil glucamine for Leishmaniasis for mare@® years and
its liver, nephron and cardiotoxicity has been already well knowtilliremains as the
first line drug for the treatment of this disease. This study was perfamtiethe aim at
testing a new medication, Liposomal Amphotericin B, at a shortghetie scheme
with low risk of toxicity. The clinical and immunological responsaswompared in
patients with a localized form of American Cutaneous Leishmaniasated with
Liposomal Amphotericin B in a dose of 1,5 mg/kg/day by endovenous via days

(study group) with those treated with N-metil glucamine ind@ase of 20 mg
SbV/mg/day by endovenous via for 20 days (control group). Thirty-fitikerda were

included without previous treatment or diseases such as diabetesdipleron or heart

pathologies that were randomily assigned to the two groups.

The two groups were considered homogeneous in relation to epidercébl@gid
clinical features. The diagnosis was confirmed by positivity wb tor more
parasitological and immunological tests in all patients. It wastified species and
subgenus ot.eishmaniain twenty-one samples from patients, with predominance of

Leishmania (Viannia) braziliensis.

As to therapeutic response, the rate of cure in the group treatkdLippbsomal
Amphotericin B was lower (50%) than that one in the control group. Howéve
induced a clinical response in approximately 81% of the patieri iays after the

treatment. Moreover, none of the patients who had cured presentecmeeuin one
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year of following up, showing that this drug is effective, butaswised in a low dose.
And, it showed to be safe due to low incidence of side effects andalabal
alterations. But, studies using higher doses of Liposomal Amphat&iare necessary.
In the group treated with N-metil glucamine, all patients had their lesioteddheat the
majority of them presented side effects and/or laboratoriabities, demonstrating its

high toxicity.

In relation to immunological response, there was decreasing ativedgn of titles of
indirect immunofluorescency after treatment in the two groups, sljaivat there was

a decreasing of parasites with both medications, with consequitdigasing or no
production of antibodies. Through immunohystochemic test after tregtntewas
observed that activated T cells and macrophages increased in number, but theohumbe
B lymphocytes remained the same. Moreover, there was reductiparadites in the
lesions with negativation in a few cases treated with N-n@ticamine but not with
Liposomal Amphotericin B. Suggesting, that both medications causedalanghe

response but it seems that N-metil Glucamine was more effective.

Moreover, other studies, with higher number of cases, are ngcéssaach a definite
conclusion about clinical and immunological response induced by Liposomal
Amphotericin B in patients with localized cutaneous form of Anagri€Cutaneous

Leishmaniasis.
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1 — INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca infecciogamagiosa, de pele
€ mucosas, cujo agente etiolégico € um protozoario do géoeEishmania. A
transmissao se da pela picada de fémeas, durante o repasto sanguinea, elspéaies
de flebotomineos, dependendo da localizacdo geogrBfisaa infeccédo zoondtica que
afeta varios animais silvestres e domésticos, tendo o homem bospedeiro
secundéario (RODRIGUES! al, 2006).

As leishmanioses representam um importante problema de saude ,pGbtital?2
milhdes de pessoas acometidas no mundo e com incidéncia de 1 a 1¢gbdmittesos
novos por ano (DESJEUX, 1996). Por isto, e pelas sérias consequéncfasries
graves da doenca, € que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) iasluiu

leishmanioses entre as seis doencas parasitarias para estudo pridvitipiol©90).

A interacao leishmaniahomem, dependendo das caracteristicas do parasito, bem como
das caracteristicas genéticas e do estado imunoldgico do individuo,epapiesentar
como um estado subclinico ou de doenca, nas suas diferentes fomeas ¢tutanea,
cutineomucosa e difusa) (BARRAL- NET& al 1986; BOGDAN et al 1990;
RIBEIRO-DE-JESUSet al 1998).

A manifestacdo da doencga pode ocorrer entdo, por uma susceptibilidadspddeiro
e/ou por mecanismos de escape apresentados pelo parasito. Oopewsgito na
interacdo parasito-homem € a penetracdo de formas promesstipetaciclicas de
Leishmania no organismo humano, através da picada do fleb6tomo (BOG& /AN
1990 e 1996). Em seguida, ha a adesdoetkhmaniaao macréfago, o que pode levar
a uma fagocitose rapida. Amastigotas e promastigotas oig@siparecem escapar da
destruicdo dependente de oxigénio por desencadear uma combusta@nespifaima
durante acoplamento e fagocitose (BARRAL-NE&al 1986; BOGDANet al 1996;
DIAS-COELHOQ, 2003). Apods a fagocitose, o parasito reside no vacuolo parasitoforo, o
gual entdo funde-se com o lisossoma secundario para formar um fagoligpesde 0s
organismos sobrevivem e replicam. (BARRAL-NET&Cal 1986)
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Outros mecanismos queeishmaniapoderia utilizar para facilitar sua sobrevivéncia
logo apés a infeccao, incluem a modulacdo da producdo de citocirzigdfnda
producao de citocinas pro-inflamatdrias pelos macrofagos) eesempacio do antigeno
pelos macrofagos, retardando, portanto, o inicio da resposta imune efetiva
(BOGDAN et al, 1996; BARRAL-NETOet al, 1986).

A interacdo entre as leishméanias e as células do hospedeiritucangbarte mais

importante da resposta imune contra o parasito. Desse modo, a patogim

leishmaniose depende da interacdo parasito-hospedeiro e esta, povezsua
essencialmente, da imunidade mediada por células (IMC).

A importancia da resposta imune no aparecimento das diversaasfolimicas de
leishmaniose cutanea passou a ocupar uma posi¢ao de destaque apoés agiomant
existéncia de formas polares de leishmaniose (CON&tI®l, 2004), tal como se
observa na hanseniase. Estas formas polares estdo represdetadasliado pela
leishmaniose cutanea localizada (LCL), histologicamente esizaia como um
processo granulomatoso tipo tuberculdide com proliferacao linfocitgiasenocitaria
e auséncia ou escassez de parasitos, e de outro lado, pela l@sbnecatédnea difusa
(LCD), onde existe uma infiltracdo dérmica de macréfagostusiviente vacuolados,

cheios de parasitos, e com auséncia de linfécitos

A LCL é endémica nas Américas Central, do Sul e México, senukada por dois
subgéneros de leishmania(Viannia)e L.(Leishmania)A doenca tem evolucao clinica
tipica com formacéo de Ulcera regular, em “moldura” em érea exposta, pndgrpdra

a cicatrizacao espontanea ou evolucao para a forma crénica (FUNASA, 2000).

Na LCL, é observada uma expressao predominante de RNAs mengzgeirlFNy
IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8, TNF{3 e IL-2 em alguns casos, e uma baixa expressao de IL-
4, IL-5 e IL-10. Este perfil de linfocinas corresponde ao padréo olggena maioria
dos ja conhecidos clones de células humanas T CD4+ de individuos saagéseis
ativacéo policlonal (CACERES-DITTMAR al, 1993).
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Imunologicamente, na LCL ha uma resposta imune mediada por célM&y (
adequada, havendo uma reacédo de hipersensibilidade tardia positiva (M@D4l,

1985), com consequiente cicatrizacao da Ulcera.

Os achados histoldgicos precoces na doenca cutanea sdo de um granadoafagico,
no qual o parasito multiplica e aumenta a carga antigénica. O®\WEstoldgicos
finais sdo caracterizados por um granuloma poOs-necrético de cépiioides

gigantes, marcando a eliminag@® parasitos e o inicio da cicatrizac&o.

Para o tratamento da leishmaniose, 0s antimoniais pentavalentesanossa
disponiveis na década de 20 do Século XX, sendo atualmente a droga eieaprim
escolha. Véarios esquemas tém sido propostos para o tratamento hiaameise
cutanea, todos eles baseados em dosagens empiricamente deternpaemas
leishmaniose visceral (OLIVEIRA-NET@t al 2006a). No Brasil, utiliza-se como
primeira escolha, o antimonial N-metil glucamina, que € disttdopelo Ministério da
Saude. A recomendacéo atual da Organizacdo Mundial de Saude (Q@&30éa 20
mg de antimonial pentavalente (SbV) por quilo, por dia, por 3 a 4 ser(\Ai#o,
1990). Apesar das doses ja estabelecidas para o tratamento commoniahti
pentavalente na LTA mostrarem elevada taxa de cura, variandd del00%, varios
estudos (OLIVEIRA-NETOet al, 1996; AZEREDO-COUTINHO& MENDONCA,
2002; OLIVEIRA-NETO et al, 2006(a)(b)) tém sido realizados com o uso de doses
mais baixas de N-metil glucamina, procurando com isto uma daieactom a menor
incidéncia de efeitos adversos, ja que o antimonial pentavalentedié, aaefro e
hepatotoxico.

Quando nao ocorre terapéutica satisfatoria com o antimonial, ou no ingpedide sua
prescricdo, a anfotericina B constitui droga de segunda escolha patamento da
leishmaniose, sendo sua toxicidade bem conhecida (HASHE1995). Desta forma,
na tentativa de atenuar a nefrotoxicidade e aumentar o poten@pEutco da
anfotericina B, Lopez-Berensteit al desenvolveram a primeira formulacéo lipidica de
anfotericina B (WONG-BERINGER al, 1998).

A anfotericina B lipossomal (AmBisome) é constituida por vesculdlamelares

feitas a partir de uma membrana de dupla camada de fostditidilcde soja
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hidrogenada e distearolfosfatidilglicerol estabilizado com aaielst combinada com
anfotericina B (HIEMENZ & WALSH, 1996). Ela é significativame bem mais
tolerada que a anfotericina B convencional, visto que age espewifite sobre as
células alvo (macréfagos), sendo incorporada ao meio intracelutanugido assim,

os efeitos colaterais e atingindo maior eficacia terapéutica.

No presente estudo, comparou-se a resposta clinica e imunol6giqaacemtes
portadores de leishmaniose tegumentar americana forma cutaabzatta; tratados
com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia por 5 dias) e N-rgatdamina (20mg
SbV/kg/dia por 20 dias) atendidos no Hospital Universitario de Bra#iluB), entre
2000 e 2004. Foi objetivo observar-se a eficacia de um esquema tempéutd (5
dias) para o tratamento da forma cutanea de LTA com anfoteBcilpossomal,

comparando-se a incidéncia de eventos adversos entre 0s dois grupos.
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2- REVISAO DA LITERATURA

A leishmaniose tegumentar americana é uma doenca infeccioseacriiv contagiosa,
caracterizada pelo comprometimento cutédneo, ganglionar e mucosdantesulo
parasitismo dos macrofagos por um protozoario flagelado do gémésbmania
(PIRMEZ et al, 1992), inoculado no organismo pela picada da fémea do inseto
fleb6tomo (MAUELet al, 1990; BOGDANEet al, 1996).

2.1 - EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose é uma doenca parasitaria visada pela Organilvhgédial de Saude
(OMS) porque ocupa o segundo lugar entre as seis doencas infetibdpas mais
frequentes no Mundo (BARRAL-NETEé al, 1986; BERMANet al, 1997; FLOETER-
WINTER & SHAW, 2004). Constitui um grave problema de saude publicpgéafeta
aproximadamente 12 milhdes de pessoas, em 88 paises (21 no Novo Mundo e 66 no
Velho Mundo), com mais de 300 mil novos casos de LTA ao ano no mundo e com
tendéncia crescente (WHO, 1990; DESJEUX, 1996).

Estudos epidemiolégicos indicam que a doenca nas Américas € freqiaatenaior
importancia para a saude publica (GRIMALDI JR, 1995). Distribupse toda a
América desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentinatisgir o Canada

e Chile, sendo a prevaléncia no Brasil a mais alta em todo o NonddVIEntre 1984 e

1996 foram notificados 218.979 casos no Brasil, nUmero provavelmente subestimado
devido as dificuldades e falhas relativas a notificacdo compulsdnis. Além disso,

a assisténcia médica precaria nas zonas rurais faz com cios dngntes deixem que

as lesdes se curem espontaneamente, passando sem registro (FALQWAEZA03).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), com incidéncidiareénual de 35.000
casos, vem apresentando mudancas de padrdo epidemioldgico, atingibéon ta
periferia das cidades, sendo registrada em todos os Estados itl¢Ss AIO et al,
2000; NAMEet al, 2004). Dentre as cinco regides brasileiras, a regido Censte-Oe

figura como a terceira em incidéncia e a primeira emcienesito da doenca,
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aumentando de 130 casos novos em 1980 para 4.640 em 1997, segundo dados do
Ministério da Saude (FUNASA, 2000).

Hé& dois padrdes epidemiolégicos da doenca no pais. O primeiro serdpod pelos
surtos epidémicos associados a derrubada de matas para a cordgrgsiadas e
povoados em regides pioneiras (forma silvestre); e, o segundo, glladaiose em
regibes de colonizacdo antiga, ndo associada a derrubada de(foratasurbana).
Neste Uultimo padrdo, os caes, equinos e roedores parecem ter ineppéapelt como
reservatorios (MAZZA, 192@pud: PORTO, 2004).

A Leishmaniaé um protozoario pertencente a ordéimetoplastideae a familia
Trypanosomatidaecom duas formas principais: uma flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (geralmente a fénmalelmtomuso
Velho Mundo ou_utzomyano Novo Mundo) e em alguns meios de cultura artificiais, e
outra aflagelada ou amastigota, vista nos tecidos dos hospedeirobraderte
(BALANA-FOUCE et al, 1998).

Até o momento, seis espécies de leishmania, pertencentes adsesadgeishmania e
Viannia, ja foram identificadas no Brasil como agentes etiologicos T& humana
(Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) naiffi, Leishmania (Vianniashawi Leishmania (Viannia) lainsonie
Leishmania (Leishmania) amazonen@dgudGONTIJO & CARVALHO, 2003).

2.2 - INTERACAO HOSPEDEIRO-PARASITO

A leishmaniose cutédnea é doenca primaria de pequenos mamifénciapmente
roedores, edentados e marsupiais. A infeccdo, na maioria das ®spsgeigatorio,
tende a ser benigna e inaparente, pois ha uma relacdo parasitoinogopdibrada,

enquanto no hospedeiro acidental (homem), a infeccédo pode levar a lesbes destrutivas.

A interacao leishmania-homem, dependendo das caracteristicasasibopdviruléncia,
patogenicidade) e das caracteristicas do hospedeiro (estado imunaddatores
genéticos) pode ser de equilibrio (ndo doenca) ou de desequilibsbm@giiose)
(BOGDAN, 1990).
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A relacdo de equilibrio entre o parasito e o homem tem sido obseswadagides
endémicas, onde se encontram individuos com reagcdo de Montenegro pssitiva,
nunca terem apresentado lesdo, ao lado de individuos que apresentas\asiatks
formas de leishmaniose tegumentar. Outra prova de que haveriagedtbrio é a
demonstracado de culturas positivas do aspirado de cicatrizes daes pgevias de
leishmaniose cutédnea (SCHUBAGHal, 2001).

Essa interacdo, quando desequilibrada, vai gerar desde infeccamicapdbsdes
localizadas, lesbGes generalizadas, lesdes mucosas, até aafoéngica da doenca
(BOGDAN et al, 1990).

O curso da infeccao poeishmaniaé dependente do tipo de resposta celular (células T)
gue se desenvolve apdés inoculacdo do parasito. No caso de predominamééiciesli

T auxiliar do tipo 1 (TAl), a doenca ocorre de forma localizada, poo dadio se
houver predominancia de resposta T auxiliar do tipo 2XT& forma da doenca é
generalizada. Sendo esta resposta bem documentada em estudasieaiquer
entretanto, em seres humanos, esta resposta imune polarizada nécosga e
totalmente esclarecida (BARRAL-NETT& al, 1986).

Fatores que influenciam na evolucao da infeccao incluem: cepa dagyarasiero de
parasitos inoculados, sitio da inoculacdo, género do hospedeiro, gravidez,
imunossupressao adquirida e mais importante, as predisposicdes do hospedeiro
determinadas geneticamente (BARRAL-NE&Cal, 1986; BOGDANet al, 1996).

A importancia das caracteristicas genéticas do hospedeirgologdo da infeccdo por
Leishmania, tem sido evidenciada pela existéncia de racas de camundonga®oque s
susceptiveis (BALB/C) ou resistentes (CBA, C57) ao parasitoUJTTRHO et al,
1987).Existem genes especificos para a resisténcia e para fuefed@ss, mas ainda
ndo se conseguiu associar esses dois fatores. Uma questdo queamdion m
imunologistas pesquisando por muitos anos é o mecanismo sob o qual s&"asse
susceptibilidade do camundongo BALB/C &s infec¢6ed porajor (BOGDAN, 1996).

A resisténcia natural do hospedeiro a infeccdo foi bem determ@mdsmundongos

infectados coni. donovani,quando Bradley mostrou que a capacidade de resistir a
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infecgdo, nas quatro primeiras semanas apos a inoculagéo, eraadanpol um gen
autossbmico dominante localizado no cromossomo | e denominado de LSH 1
(BARRAL-NETO et al, 1986).

Quanto a resposta imunoldgica, pode haver um distlrbio da resistéteignatural)
do compartimento de células, bem como um distdrbio na regulacdo deasitoo
compartimento de células T. Em experimento com camundongos BALB&Csau
susceptiveis, foi observado que quando ha uma expressao dg al@efada, a IL-12
produzida € ndo funcionante, ocasionando uma atividade deficiente de &8uylas
tendo como conseqUéncia uma diminuicdo da producdo de H;Neom isto, uma
disseminacao dos parasitos pelo organismo (SCOTT, 1991; PIRMEZ, 19BIRRIB
DE-JESUSet al, 1998).

No compartimento de células T, exuberante producéo de IL-4 durarggfaseces da
infecgdo tem sido demonstrada repetida em camundongos BALB/C, sepdonsé&vel
por uma resposta T2e posteriodisseminacdo da infeccéo (SCOTT, 1991; BOGDAN
et al, 1996; RIBEIRO-DE-JESUSt al, 1998).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer, entdo, por uma susceptibilidaapddeiro
e/ou por mecanismos de escape apresentados pelo parasito. Aoipfedc@ishmania

€ caracterizada pela habilidade de alguns parasitos de evadirenmecanismos
microbicidas extracelulares, que incluem os efeitos liticosodw rsormal, no qual ha
ativacdo do complemento pela via classica ou alternativa e eamisarcélulas
fagocitarias, resistindo inicialmente as defesas antimicrabiad@ macrofagos,
dependentes e independentes de oxigénio e a persistir mesmo em usnM@ga
hospedeiro com resposta imune celular intacta (BOGB®RdN 1996).

Sabe-se, atualmente, que a interacad.elshmaniacom o sistema de complemento
pode ser influenciada dramaticamente pelas espécies eoedtadesenvolvimento do
parasito. Além disto, Pearsoet al sugerem que a saliva e outros elementos do
flebétomo podem revestir ou proteger o promastigota ou alternativgnieativar,
localmente, o complementagud BARRAL-NETO et al 1986). Até recentemente
acreditava-se que promastigotas de todas as espécies détgigsknam susceptiveis a

lise pelo soro ndo imune, por sua habilidade de ativar a via alt@rdaticomplemento.
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A excecao é a forma promastigotaldedonovani a qual parece se ligar naturalmente
ou por reacgéo cruzada a anticorpos IgM do soro humano normal e ativarroemntple
pela via classica. Em contraste a forma promastigota, atigotasda maioria das
espécies é relativamente resistente ao soro. Foi demonstradofquaasamastigotas
mais resistentes ativam o complemento pela via alternafixara C; eficientemente
(BOGDAN et al, 1990). Foi postulado que a fixacdo de fibde representar um
mecanismo desenvolvido pelo parasito para facilitar a reentrada em céjolEtfas.

O primeiro evento na interacdo parasito-homem é a penetracaondes faromastigotas
metaciclicas dd.eishmaniano organismo humano, através da picada do fleb6tomo
(BOGDAN et al, 1990 e 1996), as quais se ligam a um ou mais receptores dos
macrofagos, sendo fagocitadas e encapsuladas no vacuolo parasitéfa® fgnde

com o lisossomo. Ocorre entdo a perda do flagelo, com o encolhimento asitopar

gue se transformam numa forma amastigota e se multiplicam, poolemd romper o

vacuolo para infectar outros macréfagos.

A adesado da leishmania ao macréfago pode levar a uma fagoextremamente
rapida, particularmente quando os organismos foram opsonizados no sorocifo$ag

€ geralmente acompanhada por uma explosao (combustao) respiradpasterior
producdo de metabdlitos de oxigénio, como peroxido de hidrogénio e o superéxido, 0s
guais sdo téxicos para todos os estagios do parasito. Amastigprasnastigotas
metaciclicas parecem escapar da destruicdo dependente @rimxigr desencadear
uma combustdo respiratéria minima durante acoplamento e fago(BASRAL-

NETO et al, 1986; BOGDANEet al, 1996). Isto pode ocorrer pelo uso de receptores nao
desencadeantes da combustdo, como o0; @GR CR e/lou a presenca de
lipofosfoglicosideo (LPG) e uma fosfatase acida (GP63) ligadamabrana do parasito,

0s quais inibem a combustdo dg (BOGDAN et al 1990). A GP63 consiste na
principal glicoproteina de superficie daishmania,e pode interagir diretamente com
receptores dos macrofagos Mac 1 ou CR3 (CD11bCD18) que funciona como um
receptor de fibrinogénio e um receptor do complemento em célulasitéams
(CASTELLANO, 2005).

Apés a fagocitose, o parasito reside no vacuolo parasitoforo que se domd®

lisossoma secundario para formar um fagolisossoma, onde 0s orgasddr®svem e
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replicam. Tem sido postulado que a sobrevivéncia do parasito nesteser&o
promovida pela resisténcia de sua superficie exposta a enzinaéaqde, talvez pela
presenca do lipofosfoglicosideo (LPG), o qual € um glicoconjugado ddisigpesendo
responsavel pela alta carga negativa desta superficie (BAREAO et al, 1986). A
estrutura e composicdo do LPG varia entre as espéciégisieamania,o que pode
influenciar no curso da infeccdo e doenca que caracteriza partesgécie ou grupo
taxondmico do parasito (WEIGLE & SARAIVA, 1996).Por outro lado, o parasito
pode excretar inibidores de enzimas lisossémicas, como uma forndadibee LPG ou
fator excretor. Recentemente, foi mostrado que a GP63, o0 maiomangiiimprotéico
de superficie deL. mexicana,é uma metaloenzima capaz de proteger proteinas
encapsuladas da degradacao fagolissomal pelo macréfago. Sua atbddexprotease,
com um pH 6timo de 4, inativa enzimas proteoliticas do hospedeiro epeotége as
proteinas do parasito da degradacdo fagolisossomal. Assim, asgaf@asssao
altamente adaptadas ao meio acido dentro do fagolisossoma, e ndo bloguaia
acidificacdo como outros parasitos intracelulares (BOGRA&L 1990).

As células de Langerhans, por ndo produzirem uma citocina indutoradibontrico
sintetase (iONS), a qual geraria moléculas antimicrobianas,ripodecialmente
funcionar como um habitat seguro, transportando os parasitos da pefadimfpara o
linfonodo de drenagem. Em contraste, no macréfago héa a expresséo de 0O Ssto

a sintese de altos niveis de 6xido nitrico (ON) a partir deyérina. Foi demonstrado
gue L. major pode inibir a producdo de 6xido nitrico pelo macréfago, por apresentar
expressdo abundante de glicoinositolfosfolipidios em sua superfiéim. dikto, outra
molécula que teria o efeito de inibir a atividade da iIONS seri#G associado a
proteina 11 da membrana do cinetoplasto. Esta proteina contém umaaesinatoga

da L-arginina e € bem conhecida como inibidora da iONS (BOGEdi| 1996 ).

Outros mecanismos quesishmaniapoderia utilizar para facilitar sua sobrevivéncia
logo apos a infeccdo incluem a modulacdo da producéo de citociaaapeedentacao

do antigeno pelos macréfagos, retardando, portanto, o inicio da respaséadfetiva
(BOGDAN et al, 1996). Isto é evidenciado pela inducao do fator de transformacéo do
crescimento B (TGF{3), uma citocina com capacidade inibidora ou de inativacao sobre
0 macroéfago, dentro dos primeiros trés dias de infeccab.dmaziliensisou L. major
(BARRAL et al, 1995).

10
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A IL-12 é outra citocina critica para a fase inicial dadgé® e parece ser regulada pela
Leishmania A maior funcéo da IL-12 € seu efeito estimulador sobre a citotieidias
células NK, e producdo de IFNpelas mesmas, bem como no desenvolvimento de
células T auxiliares 1 (TA e supressao da producédo de IL-4 e da diferenciacao TA
(CASTELLANO, 2005). Carrerat al demonstraram que promastigotad_denajor sdo
capazes de suprimir ativamente a inducdo de IL-12 em macréfagossnpar um
estimulo secundari@pud BOGDAN et al, 1996).

Apés infeccdo com promastigotas de major, macréfagos murinos em cultura
expressam elevados niveis de RNAm para IL-10. A IL-10 é conhecidsupomir a
atividade antimicrobiana dos macréfagos e das células dendrii&ato responséavel
pela diminuicdo da apresentacdo do antigeno pelos macrofagos e idéigamucao
de citocinas pela T2e outras células, incluindo células NK (BOGDANal 1996).

Um mecanismo alternativo para uma inibicdo de antigenos ligadasoraplexo
principal de histocompatibilidade classe Il (GPkor Leishmaniafoi demonstrado
recentemente nos macréfagos de camundongos infectadok. poexicana Neste
estudo, as moléculas de CPHIo vacuolo parasitoforo eram aparentemente

internalizadas e degradadas por amastigotas intracelulares (BOGI2AN996).

2.3 — CORRELACAO IMUNOLOGICA E CLINICA

A interacao entre as leishmanias e as células do hospedeirducangbarte mais
importante da resposta imune contra o parasito. Desse modo, a patgim
leishmaniose depende da interacdo parasito-hospedeiro e esta, povesua

essencialmente da imunidade mediada por células (IMC).

A importancia da resposta imune no aparecimento das diversaasfolimicas de
leishmaniose cutanea passou a ocupar uma posicdo de destaque apos aciomant
existéncia de formas polares de leishmaniose (CON¥Idl, 2004), como se observa
na hanseniase. Estas formas polares estdo representadas de pelddeishmaniose
cutanea localizada (LCL), histologicamente caracterizada camo processo

granulomatoso tipo tuberculéide com proliferacao linfocitaria e plasmacgdauséncia
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ou escassez de parasitos, e de outro lado, pela leishmaniose citézed GD), onde
existe uma infiltracdo dérmica de macrofagos, habitualmerdeolzos, cheios de
parasitos, e com auséncia de linfocitos. Isto € similar a hassevifchowiana, na qual
0s macrofagos estéo repletos ceimlepraee predomina na pele a auséncia de resposta
imune mediada por células. Bryceson, Ridley e Magalhétesal propuseram
classificagdes imunoldgicas na LTA, todavia a grande difideldie aplicabilidade
destas classificacdes é a falta de correlacdo entrdopdislogia e a resposta imune
analisada por test@s vivo ein vitro nas formas intermediarias e na forma tuberculéide,
as quais representam as formas clinicas mais comuns tendaisse tegumentar. Faz
excecdo a esta regra a leishmaniose cutanea difusa na que$ rparasitos s&o
encontrados na lesao, e onde é bem documeintadeo e in vitro a incapacidade dos
pacientes de responder a antigenotelshmania(MODLIN et al, 1985; BARRAL-
NETOet al, 1986; ALMEIDA et al, 1995).

Por outro lado, o padrdo de citocina nos granulomas da LTA € muitarsamilele
encontrado nas lesdes de hanseniase, onde a forma tuberculdidéeézaatapor uma
resposta TA1 e a forma virchowiana por uma resposta TA2 (CESHRTTMAR,
1993).

2.3.1 - Leishmaniose cutanea localizada (LCL)

O protétipo de infeccdo causada pgarishmaniaé a leishmaniose cutédnea simples
(botdo-do-oriente), a qual é uma doenca auto-cicatrizante que noovieltho Mundo,
sendo causada pdr. major e L. tropica(AEBISCHER, 1994). Geralmente, a lesao
evolui para cura espontanea em 6 a 8 meses, mas pode cronifiecanadlgessas
formas adquirem aspecto semelhante ao lupus vulgar, apresentandosseiaaine

plana, mais freqientemente em face, com varios nédulos na periferia.

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é endémica nas éasé@entral e do Sul,
sendo causada por espécies pertencentes a dois subgéneros dedapaigvante:
Viannia e Leishmania Apés periodo de incubacédo variavel, o qual pode durar de duas
semanas a anos, uma série de eventos celulares ocorre, culminamdioneisa
manifestacdo cutanea, uma papula ou pequeno ndédulo indolor. A doencga tem evolucao

clinica tipica com formacdo de ulcera regular, em “moldura” &ea exposta,
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progredindo para a cicatrizacdo espontanea deixando cicatrizes, pladfsas, hipo
ou hipercrdbmicas, ou evolugcdo para a forma crénica. Lesdesesasdlih comumente

causadas por multiplas picadas ou associadas a disseminacéo linfaticatdptasa

L. (L.) mexicanaggeralmente produz Ulceras cutaneas menores e que tém maioo numer
de parasitos quando comparadas as lesdes causadag\hdbraziliensisEsta espécie
produz mais freqientemente lesdes na face e orelhas, incluindo EFéd&sas
caracteristicas da orelha e da cartlagem da orelha, demamilidcera de los
chicleros”. Lesdes cutaneas produzidas pe{a.) mexicanatém sido descritas nos
Estados Unidos, México, Belize e Guatemala (WEIGLE & SARAIVA, 1996).

LesOes causadas dar(L.) amazonensigsualmente se apresentam como lesao ulcerada

Gnica, a qual é muito responsiva ao tratamento e pode cicatrizar espontaneamente.

Na LCL, € observada uma expressao predominante de RNAs meosagea |FNy,
IL-13, TNF-q, IL-6, IL-8, TNF{3 e IL-2 em alguns casos, e uma baixa expresséo de IL-
4, IL-5 e IL-10. Este perfil de linfocinas corresponde ao padrao olagena maioria
dos ja conhecidos clones de células humanas T CD4+ de individuos saagégeis
ativacdo policlonal (CACERES-DITTMAR, 1993).

Como na LCL ha uma resposta imune mediada por células (IMC) adequahcao de
hipersensibilidade tardia tende a ser positiva (MODIeiNal 1985). Nesta forma
clinica, a presenca dos parasitos na pele induz a producao de #Ftdal € uma
citocina indispensavel para o controle da leishmaniose (PIR&EBE 1990; PIRMEZ,
1992; BOGDANEet al, 1996; RIBEIRO-DE-JESUSt al, 1998). Portanto, os linfécitos
sdo capazes de proliferar e produzir NFm resposta aos antigenoslagshmania
bem como os macréfagos sdo capazes de destruir amastigcaslutdres (DIAS-
COELHO, 2003; REI<t al 2006). Esta e outras citocinas, como a TNEausam
uma expressao da ICAM-1 e CPH HLA-DR nos queratindcitos e promavem
migracdo de células T epidermotrépicas. A expressdo de ICAM-gpiterme é
associada com uma maior producédo de Y=NAs células de Langerhans sédo potentes
estimuladores de células T especificas pagshHmania.Na lesdo da LCL ha um

namero apropriado de células de Langerhans CDalgm de um subgrupo dessas

13



2 — Revisao da Literatura

células que expressam o HB15, um novo membro identificado da superfaeili
imunoglobulinas, que também ativam linfécitos, produzindo como conseqiiéncia uma
resposta TAefetiva contra o parasito (PIRME2 al, 1990; TAPIAet al, 1994). Uma

vez que o parasito € eliminado ou “escondido” do reconhecimento peloasisteme

do hospedeiro, os sinais acessorios epidérmicos sao inibidos e isto ridaizizacéo

da imunopatologia cutanea que causou a leséo. Entretanto, reepiteézagépadrao
histoldgico de cicatrizacdo nao é garantia de eliminacdoceddmania(WEIGLE &
SARAIVA, 1996).

O quadro histopatologico da leishmaniose tegumentar esta representadon po
infiltrado celular histiolinfoplasmocitario (padrdo exsudativo ceJulcompanhado por

uma reacédo granulomatosa que pode surgir associada ou ndo a (MAGALHAES

et al 1986). Esta deve representar elemento fugaz e associa-se ao gaamacional

para constituir o padrdo exsudativo necrético-granulomatoso que surgeéedois
meses de evolucdo da doenca. O padréo de reacdo exsudativo granulomatoso pode s
considerado residuo do padrao exsudativo necrotico e este pode evoluirspdaediex
necrotico-granulomatoso. Todos eles sdo etapas de um mesmo process@tate C

transitério, que se superpdem a reacao de base.

Estudos de secBes de lesdes cutaneas com imunofluorescéncimopearoxidase
mostram que estes granulomas na LCL apresentam uma mistuespdsta TAL e
TAO, com uma predominancia de citocinas geradas pela respostadimais IFNy
do que IL-4, e baixos niveis de IL-5 e IL-10 (PIRMEZ, 1992; CACEREBFMAR et
al, 1993; TAPIAet al, 1994; COUTINHCet al, 1998).

2.3.2 -Leishmaniose cutanea difusa (LCD)

A LCD tem sido descrita na América e Africa (Etidpia), como uma foiinia rara da
leishmaniose cutanea , senHo (L.) amazonensis principal espécie implicada na
América do Sul. Nesta forma, ndo ha responsividade imunolégica meuiadalulas
ao antigeno (anergia seletiva), sendo assim, a reacdo de hijppdidads tardia a
leishmanina é negativa (MODLINet al 1985; BARRAL-NETO et al 1986;
CACERES-DITTMAR et al, 1993; TAPIAet al, 1994; ALMEIDA et al, 1995). As
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lesbes sado ricas em macrofagos, com abundantes parasitos e bocitas! pequenos

e células epitelidides, embora células plasmaticas estejam usuapresentes.

Estudos imunohistol6gicos mostram que a epiderme na LCD tem pcilokess ae
Langerhans CD1+ e HB15+ e o0s queratinécitos sédo incapazes @sssxpCPH2 e
ICAM-1. Além disso, a IL-6 esta ausente e apenas poucos paa@aptessam RNAmM

para IL13 e FNT« indicando a possibilidade de disfuncdo das células apresentadoras
de antigeno. De fato, a auséncia de IL-6 pode ser o resultado de uma pouca expressao de
IL-1B e FNT4, ja que estas citocinas sao necessarias na inducdo da produkcd de

As lesbes mostram uma preponderancia do padrao de citocinas tipo dwodarecia

de IL-4, IL-5 e IL-10, com um elevado numero de células virgens e neamamo
microanatdmico em particular (MARTINEZ-AREND®t al, 1991: CACERES-
DITTMAR et al 1993; TAPIA et al, 1994). Ha também um defeito aparente na
expressao do antigeno 1 associado a funcéo leucocitaria (LFA-18, egsencial para
uma variedade de func¢des linfocitarias dependentes de ader&stis. eventos criam

um estado de ndo responsividade progressiva especifica ao parasittande na

paralisia de células T cutaneas.

2.3.3 - Leishmaniose mucocutanea (ou mucosa)-(LMC)

A LMC tem como agente mais comunb.4V.) braziliensismasL.(V.) panamensigem
sido frequentemente isolada de casos de LMC na Colombia . O envolvimerioso
pode ocorrer por extensao direta das lesdes cutaneas de re@idemprou devido a
disseminacao linfatica ou hematogénica, surgindo meses ou anoscqeitsizacao da
les&o cuténea inicial que se localiza a distancia. Entretaat®686 de casos de LMC
nado tém histéria de lesdes cutaneas, sugerindo que a picada prodiginénie uma

infeccao assintomética que mais tarde se disseminou.

Dois aspectos caracteristicos da LMC sdo a presencaodeeaBsitos na lesdo mucosa
e uma forte resposta imune mediada por células cbeishmania BARRAL-NETO et
al, 1986). O traco mais marcante nas lesdes de LMC é a ausénciéutks de
LangerhansCDla+ e HB15+. Isto pode refletir a migracdo seletiva de celdéa
Langerhans do epitélio para os linfonodos regionais, ou pode ser o resldtano

efeito citolitico direto do parasito, nestas células, durante o guotongado da LMC
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(PIRMEZ et al, 1990; MARTINEZ-ARENDSet al, 1991). Na epiderme da LMC, o
CPH2 e ICAM-1 sao expressos uniformemente, confirmando a hiperedtvi
associada com esta forma clinica da leishmaniose (TAP#\ 1994).

Nas lesdes da LMC, a ativacdo da doenca pode estar assodiguapaoducdo de
citocinas derivadas de queratindcitos, como a IL-1 e BENHEstas citocinas sdo capazes
de aumentar a expressao de ICAM-1 e CPH2 nos queratindcitadas atidoteliais, e
de iniciar o trafego de células T sem a apresentacdo conctamida antigeno. A
auséncia de células de Langerhans epiteliais pode causaragimgéty insuficiente ou
inadequada de sinais para completar a fase efetora da raspasta Maior liberacéo
das monocinas pelos queratindcitos poderia promover a persisténcisgado p-

inflamatorio, com dano tissular associado (TARIAal 1994).

O granuloma na LMC é uma mistura de linfocitos e macréfagos conogppacasitos e
alteracdes epidérmicas moderadas, mostrando padrdes de citgmndse tipo 2,
caracterizada por uma elevada abundéncia de IL-2, IL-4, IL-51€.I1A IL-4 promove

a proliferacdo de células apresentadoras de antigeno, bem cootwgdp de citocinas
de TAl e portanto evita que o IFNseja efetivo (TAPIAet al, 1994). Estes perfis
podem coincidir com a elevada proporcdo de células T CD4+ observastas ne
granulomas. Estas lesfes sao caracterizadas por um alto gravegitilslidade, onde a
hipersensibilidade do tipo tardia pode estar associada com o darar.tisééin disto,
este tipo de resposta pode também explicar o elevado nivel derogigarasito-
especificos detectados em pacientes com LMC (CACERES-DITTMAR1993).

2.4 - DIAGNOSTICO

O diagnéstico da leishmaniose € baseado em aspectos clinicEmiepigicos e
laboratoriais. O diagndstico laboratorial envolve identificacdo daspar provas
soroldgicas e caracterizacdo das espécieeiddmaniapor deteccdo de DNA, através

de técnicas de Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais

O exame histopatologico mostra desde infiltrado celular do  tipo
linfohistioplasmocitario, o que ocorre mais freqlientemente, atérrma¢do de

granulomas com ou sem necrose. O achado de parasitos ndo é comuncidémncia
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de 38% (MAGALHAESet al 1986; MARSDEN, 1986). Segundo os critérios de
MAGALHAES et al (1986), os achados histopatolégicos podem ser classificados em
cinco padrbes de reacdo inflamatéria: 1) Reacdo exsudativa rceiuofiftrado
histiolinfoplasmocitario dérmico ou no corion, com proporcdes celularesegden
para a equivaléncia; 2) Reacdo exsudativa e necrética: nessagartde amplitude e
formato varidveis associada a vasculite aguda, no seio do raohdilt
histiolinfoplasmocitario; 3) Reacdo exsudativa necrético-granulomatosacao
granulomatosa organizada nas proximidades de area de necralse, ttssn presenca
de células gigantes, macréfagos ativados e infiltrado histioledapbcitario associado;
4) Reacao exsudativa e granulomatosa: reacdo granulomatosa deadejasgzn a
presenca de necrose tissular, no seio do infiltrado histiolinfoplagmorie 5) Reacéo
cicatricial: reacdo observada apdés a cura clinica, com preseasaa¥sos linfécitos em

meio a fibrose da derme.

Outro exame imunohistopatolégico que tem sido empregado com a finaligade d
caracterizar fenotipicamente as subpopulacées de células Bamitdlamatoria da
leishmaniose, € a imunohistoquimica que pode dar uma importante inforsadcéca
composicdo celular na area onde o parasito se encontra (FURTADO, REG6
exame sao usados marcadores celulares (anticorpos) contra amldaukuperficie
(antigenos) das células envolvidas na resposta imunologica, linféeitositros
leucacitos. A estas moléculas de superficie foi dada a denomida¢@b (Quster of
Differentiatior), referindo-se a uma molécula reconhecida por um “agrupamento” de

anticorpos monoclonais (ABBAS, 2000).

O antigeno associado aos granulocitos CD-15 identifica neutréfiloséldas
dendriticas, mas néo linfécitos e macrofagos. Para os linf@jtos marcadores CD-
45RO e CD-20 sdo os ideais. O CD45 ou antigeno leucocitario comum é uma
glicoproteina transmembranica restrita aos leucocitos e asata marcador genérico

das lesGes com proliferacéo de linfocitos. Ele apresenta multiplasmss, entre elas o
CD45R0 e o CD45RA e o0 CD45RB. A variante de baixo peso molecular, CO;45R
altamente sensivel e especifica e é freqliente a co-expoessdesdes de células B.
Para estas lesfes (de células B), o melhor e mais usadadoraimunohistoquimico,
altamente sensivel e especifico, € o CD-20, o qual é responsavehtipelcdo ou

regulacdo das células B.
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O CD3 identifica linfocitos T, sendo uma proteina associada ao oceaipicélulas T
(TCR) que faz a transducao de sinal em resultado do reconhexidteahtigeno pela
célula T. O antigeno CD25 é uma proteina expressa por céluld® dtieadas, bem
como macrofagos ativados, que seria respongalel crescimento de células T. O
CTLA-4 é também um marcador das células T, porém transimées gjue inibem a
ativacao destas células e ndo é encontrado na superficieulas ¢éem repouso. Sua

expressao € induzida ap0s a ativacdo da célula T.

Os macrofagos podem ser expressos pelo antigeno CD-4 que idertifitas T
auxiliares servindo como receptor para moléculas MHC tipo Il.nRooéCD-68 é o
marcador de macréfago mais confiavel. O antigeno € expresso pomproieina
citoplasmatica associada aos lisossomos. E capaz de mardantaneutrofilos e
células de Langerhans (BISHOP, 2@@&id: FURTADO, 2006).

O a-Leish, um dos marcadores utilizado no presente estudo, € um anticorpanpblic

antiLeishmania.

2.5 - TRATAMENTO

Os antimoniais foram introduzidos antes da Segunda Guerra Mundial, Gesdar
Vianna o primeiro a utiliza-los para o tratamento da leishmafBEBMAN, 1997), o
gue ocorreu ha 93 anos (1912), com o tartaro emético, um antimonial teyalers os
casos de LMC da América do Sul. Os antimoniais pentavalentesraiorsa
disponiveis por volta de 1920, sendo atualmente as drogas de primeitea ¢=ra o
tratamento de LTA. Véarios esquemas tém sido propostos para mdrata de
leishmaniose cutanea, todos eles baseados em dosagens empiricateemieadias
para leishmaniose visceral (OLIVEIRA-NETO & MATTOS, 2006a). @sis
comumente mais usados séo o estibogluconato de sédio (Pentbgtanmgntimoniato
de N-metil-glucamina (Glucantimeg) O primeiro foi introduzido entre 1935 e 1945,
sendo o antimonial mais utilizado em paises de lingua ingles@oroentracdo de
100mg de SbV/ml enquanto o antimoniato de meglumina € empregado nos paises de
lingua ndo inglesa, em concentracéo de 85mg de ShVv/ml.
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No Brasil, utiliza-se como primeira escolha o antimonial N4nwticamina, que é
distribuido pelo Ministério da Saude. A recomendacédo atual da Org@mikéundial

de Saude (OMS) é de 10 a 20 mg de antimdnio (SbV) por quilo, por dia, pdr 3 a
semanas (OLIVEIRA-NETO & MATTOS, 2006a e 2006b).

Apesar das doses ja estabelecidas para o tratamento cormongaitipentavalente na
LTA mostrarem elevada taxa de cura, variando de 70 a 100%, vé&tiodo®
(OLIVEIRA-NETO et al, 1996; OLIVEIRA-NETTO & MATTOS 2006a e 2006b;
AZEREDO-COUTINHO & MENDONCA, 2002) tém sido realizados com o @&
doses mais baixas de N-metil glucamina, procurando com isto uama&lmica com a
menor incidéncia de efeitos adversos, ja que o antimonial pentavéleatdio, nefro e
hepatotoxico, e que seja mais facil de se aplicar. Sabe-sspdsea administracéo de
10mg SbV/kg via intramuscular desta droga, a sua meia-vida é de Oz8%dwr pico
sanguineo de 10 microgramas de SbV/ml, sendo eliminada, em seguidag@omida
de duas horas. Apés a fase rapida de excreg¢do, o antimonial residlimlin@do
lentamente, com meia-vida de 76 horas. O mecanismo bioquimico daaeficdc
antimoniais é pouco conhecido. Acredita-se que esteja envolvida aondacdintese
de ATP e GTP pela inibicdo do ciclo do &cido citrico. (BERMAN, 1888d:
PAULA, 1999)

Os efeitos colaterais mais comungjue ndo necessitam de interrupcao do tratamento
sdo: reacdo cutanea local, anorexia, nauseas, vomitos, artralgiltga ra elevacao
transitéria das enzimas hepaticas. Alteracdes de eletrocanti@gcomo achatamento

ou inversdo da onda T, também sdo comuns. Prolongamento do intervalo QT corrigido e
concavidade do segmento ST sdo considerados sinais de risco (BITBEER 2001).
Embora raros, existem relatos de morte subita desencadeadzapkbtoxicidade dos
antimoniais (SAMPAIO, 1986). Estas drogas s&o contra-indicadas ranadey,

insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica ou doenca cardiaca.

OLIVEIRA-NETO & MATTOS (2006 a) mostraram o resultado do emprdg uma
ampola de N-metil glucamina intramuscular, em dias alternad&sa @ura clinica,
numa série de 40 casos com LTA cutanea. A dose total utilizageagente, variou de
1.822,5 a 12.150mg de antimbnio pentavalente, e o tempo de tratamento de 3 a 10
semanas, com eficacia de 86%. OLIVEIRA-NETO & MATOS (2006 ddxtaram
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também, dois casos de LTA forma mucocutanea resistentesapgutcas iniciais
(antimdnio, anfotericina B e/ou pentamidina), que curaram com uma adgblanetil
glucamina  intramuscular, trés vezes por semana, durante 10 e l1ldkasema

respectivamente, quando apresentaram cicatrizacdo completa das lesoes.

Quando nédo ocorre terapéutica satisfatdria com o antimonial ou no mgredide sua
prescricdo, a anfotericina B ou a pentamidina constituem drogas wuledaegscolha

para o tratamento da leishmaniose.

A anfotericina B, um antibiético poliénico, foi introduzida no tratamento da
leishmaniose visceral por Aluizio Prata (1963) e atestada poraBgt888), sendo sua
toxicidade bem conhecidaAgud HASHIM et al 1995). Seus efeitos colaterais
imediatos sdo febre, arrepios, tremores, nauseas, vOmitos, hiperpimedi@star
severo, hipotenséo, tromboflebite, anemia e hepatite. Estes ef@v@sos tendem a
diminuir com a progresséo do tratamento, mas em alguns paciafies gem que ser
reduzida ou o tratamento deve ser interrompido. Nefrotoxicidade é oanaisncefeito

colateral observado com a anfotericina B convencional.

Com a finalidade de aumentar o potencial terapéutico da anfoteie@nde atenuar a
nefrotoxicidade, Lopez-Berenstedt al desenvolveram a primeira formulagéo lipidica
de anfotericina BApud WONG-BERINGERet al, 1998). A anfotericina B lipossomal
(AmBisome), a terceira formulacdo lipidica, é constituida por pegueesiculas
unilamelares feitas a partir de uma membrana de dupla casedasfatidilcolina de
soja hidrogenada e distearolfosfatidilglicerol estabilizado comstest#, combinada
com anfotericina B (HIEMENZ & WALSH, 1996). Ela é significantme mais bem
tolerada que a anfotericina B convencional, visto que, age espewfite sobre as
células alvo (macrofagos), sendo incorporada ao meio intracelutanuéido assim,
os efeitos colaterais e atingindo maior eficacia terapéufisaudos farmacocinéticos
mostram que a anfotericina B lipossomal alcanca pico elevadordeerdracdo de
anfotericina B no figado e bagco, com menores quantidades nos pulmigsGandes
areas abaixo da curva concentragdo-soro e uma meia-vida de 26 a 38ahdmse
entre 3 a 5 mg/kg sugerem que o nivel sanguineo terapéuticogdapdide ser mantido
com uma Unica dose endovenosa diaria. Em administracdes cronicais, ddaeala
droga € de aproximadamente 15 dias (ATKINSON, 1838 JANKEGT et al, 1992).
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Esta medicacdo tem sido empregada em casos de leishmaniosal vesistente ao
antimonial, em pacientes infectados pelo HIV com micoses profundiagsesninadas e
leishmaniose tegumentar refrataria ao tratamento usual, com lemudtados
(HIEMENZ & WALSH, 1996; CASTAGNOLAet al, 1996).

A primeira avaliagdo da seguranca da anfotericina B Ilgooak foi relatada por
MEUNIER et al (1991), como resultado de um amplo estudo multicéntrico, em que
foram realizados 133 cursos da medicacdo (dose média de 2,1 mgpy/@ia dias)

em 126 pacientes com idade média de 37,5 anos, portadores de malignidade
hematoldgica, AIDS ou transplantados. Noventa e seis pacientes tirtaindo
anfotericina B convencional previamente, com duragdo média de 17 dias dose
cumulativa de 472 mg, em média. O namero total de eventos adversos Ipesgive
relacionadas a anfotericina B lipossomal foi 13 (9,8%), entre rélaseas,vomitos,
pancreatite, febre, tremores, dor no local da aplicacéo, dor lofrdzareza, neuropatia
periférica, arritmia, cefaléia e confusdo. Arritmia foi provenaite relacionada a
hipoxia e uma doenca de base do que a administracdo da anfoterigrsddmal.
Confuséo e cefaléia surgiram quando a dosagem foi aumentada parkg/iage

desapareceram quando foi reduzida para 3 mg/kg/dia novamente.

Um grande namero de estudos foi realizado comparando as reacfes Gylsdams
pela anfotericina B convencional com aquelas causadas pela anfat&igpossomal,
mostrando com esta Ultima uma reduzida incidéncia de reacdess aglataonadas
com infuséo, reduzida incidéncia de nefrotoxicidade e a habilidader delmministrada
em pacientes que ja apresentem dano renal ou que estejanoete usedicacao
nefrotéxica concomitante (WONG-BERINGERt al 1998). A anfotericina B
lipossomal tem sido bem tolerada em uma variedade de paciemteseste doentes e
imunocomprometidos, incluindo pacientes transplantados, neonatos e pacientes

neutropénicos.

A eficacia e seguranca de trés regimes de anfotefii@ssomal no tratamento de
leishmaniose visceral indiana foram comparados em um estudo almelbonizado e
prospectivo. Trinta pacientes foram divididos randomicamente em 3 gagospo 1
recebeu 2mg/kg /dia dd ko € dia e no 10dia; o grupo 2 recebeu 2mg/kg/dia do 1

ao £ dia e no 10dia; e o grupo 3 recebeu a mesma dose ho%’le 10 dias. Todos
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0s pacientes se curaram clinicamente por volta daiz4 Nenhum paciente apresentou
recidiva no periodo de 12 meses do seguimento. Efeitos adversos fonammogni
(THAKUR et al, 1996). SUNDARet al (2001 b) testaram baixas doses de anfotericina

B lipossomal em pacientes indianos nos quais o antimonial pentaviie. Um

curso curto de 5 dias de tratamento com 0,75 e com 1,5 mg/kg/dia induzipacur

longo periodo em 89% e 93% dos pacientes, respectivamente. O aumento da dose para 3
mg/kg/dia resultou em 97% de cura. Em outro estudo (SUNBARI 2001a) foi

testada a dose Unica de 5mg/kg/dia em 46 pacientes com 91% de Budases de
5mg/kg/dia em 45 pacientes com 93% de cura. A taxa de respostaifigsupos nao

foi significantemente diferente.

A anfotericina B lipossomal tem sido empregada com sucesso eas \c@s$os de
leishmaniose n&o-visceral onde o tratamento usual tem falhado, incleisicim&niose

da lingua (BAILY et al 1994) e laringe (GRANTet al 1994). SAMPAIO &
MARSDEN (1997) utilizaram a anfotericina B lipossomal para tisgas pacientes com
leishmaniose mucosa que nao tinham respondido ao tratamento com o N-metil
glucamina previamente, obtendo cura em cinco dos pacientes, que na&mtapnes
recorréncia em 2 a 3 anos de acompanhamento, e um paciente cormcecems 6
meses. HUEBet al (2004), relataram 4 casos de LTA tratada com anfotericina B
lipossomal. O primeiro, portador de leishmaniose cuténea difusa, ndo m@spamd
tratamento com 0,9g da medicacdo. O segundo com SIDA e leishmeisiosal fez
dose total de 2,7g, com regressao total do quadro. O terceiro pactent&TA
mucocutanea utilizou 1,5g com boa resposta clinica, permanecendaaizatm 2
anos de acompanhamento. E, o quarto paciente, portador de LTA cutatieadaca
usou 1,1g com boa resposta terapéutica. AMAT@I (2000), relataram também um
caso de paciente com HIV e LTA mucocutanea tratado com anfioéeB lipossomal

com cura clinica.

A anfotericina B lipossomal tem sido utilizada com sucesso nantegtto de
leishmaniose dérmica pés calazar (LDPC), a qual € uma vardintea rara de
leishmaniose cutanea. E muito comum na india e menos freqiiente ica, Afas
excepcional na América e Europa. HASHE al (1995) e ROUSTANet al (1998)
relataram casos de LDPC tratados com anfotericina B lip@dsoom boa resposta
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clinica, inclusive com completa resolucdo de lesées mucosas no essdodpelo

ultimo autor.

Em suma , os estudos mostram que a N-metil glucamina é uma medicacdgef@az
com elevada toxicidade quando utilizada no esquema classico (20mg Savfa/20
dias). Além disto casos de recidiva de LTA e resisténcstaadeoga tém surgido. Ja a
anfotericina B lipossomal surgiu com o objetivo de aumentar acifida anfotericina
B e atenuar sua toxicidade. Os estudos tém mostrado seu uso esspseim Varias
patologias tais como micoses profundas disseminadas, leishmarsoselvresistente
ao antimonial, leishmaniose dérmica pés calazar e leishmanioseutimea, mas ndo
na leishmaniose tegumentar americana forma cutanea locabpada no presente

estudo.
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3-

1)

2)

3)

4)

5)

JUSTIFICATIVAS

A LTA tem aumentado em incidéncia, ocorrendo em todos o0s estagdsitus,
sendo registrada uma média de 35.000 casos novos ao ano no Brasitamento
€ a medida de controle disponivel, justificando a busca por uma terapia maie efica

menos toxica.

Ha a necessidade de procurar um esquema terapéutico cartsegientemente
menos tdxico, jA que o tratamento com N-metil glucamina, droga icheiar
escolha, é longo (vinte dias para forma cutanea e trinta diafgrena mucosa) e

desta forma, apresenta elevada cardio, nefro e hepatotoxicidade.

A anfotericina B convencional é uma droga eficaz contra a LTA,énsada como
segunda linha de tratamento devido a sua toxicidade. O uso da aim@t®&ic
lipossomal, que € bem menos toxica, em curto esquema, podera reprenartian

alternativa.

Sendo a anfotericina B uma droga leishmanicida por sua acao siieta a
Leishmania portanto sem depender da resposta imune celular, pode ser usada
inclusive em pacientes imunossuprimidos como aqueles com AIDS e LTA,
justificando utiliza-la em pacientes com a forma cuténea #actdida LTA, em um

esquema curto.
Por causa do aumento do percentual de recidiva e resisténcianaongaltitanto na

LTA cutanea, como na mucosa, justifica-se a busca por outra néwigae possa

ser eficaz, sem recidiva ou resisténcia.
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4 — OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL

Comparar a resposta terapéutica entre pacientes com a fomdaea localizada de

LTA tratados com anfotericir& lipossomal com os tratados com N-metil-glucamina.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar a resposta imunoldgica entre pacientes com a formaaclatéaiezada de
LTA tratados com anfotericina B Lipossomal com os tratados comem-
glucamina.

2) Comparar a resposta clinica (cura, falha e recidiva) entmoigsgrupos acima
citados, verficando se a anfotericina B lipossomal é tao eficaztay@aN-metil

glucamina em um esquema curto (cinco dias).

3) Comparar a incidéncia de eventos adversos entre 0s dois grupos.
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5 — PACIENTES E METODOS

5.1-TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo randomizado em pacientes portadores de teodema
tegumentar americana (LTA) forma cutanea localizada, no quakhcsntes foram
alocados a partir de um sorteio inicial. Tratou-se de um estudm ajdeque tanto o
pesquisador como 0 paciente sabiam a medicacdo que estava sermalautili
Entretanto, cego para a realizacdo da imunohistoquimica pelo patologista.

5.2 - TAMANHO DA AMOSTRA

Dados da literatura mostram uma taxa de cura clinica en&#€l®0% com o esquema
classico de N-metil glucamina (20 mg SbV/kg/dia por 20 diasa gaformas cutaneas

de LTA. NAME et al (2005) mostraram, em um estudo retrospectivo, taxa de cura de
81% nos pacientes com LCL atendidos no HUB entre 1994 e 2003. J4 a taxa de
clinica com a anfotericina B lipossomal variava entre 89 e 96fdeesshmaniose
visceral resistente ao antimonial pentavalente (SUNRAR, 1989 e 2001), no inicio

do presente estudo. Nao existem estudos mostrando a taxa de curdatenciaa B
lipossomal na LTA forma cutanea. Entdo, presumiu-se uma taxa aeecartorno de
85% com N-metil glucamina e anfotericina B lipossomal nestelesissim, partiu-se

do principio da nulidade para o calculo da amostra.

O tamanho da amostra foi calculado inicialmente usando a formulaogueaciona
desvio-padrao (D), erro-padrdo (E) e tamanho da amostra (njo Qasirdo assumido

foi estabelecido em 5% (desvio em torno da média = 10%) (PEREIR®5).
Considerando qup é a proporc¢éo de individuos que se curam (0,868 @ proporgao

de individuos que ndo se curam (0,15), pode-se calcular o nimero de individuos da

amostra pelas equacdes abaixo:

D=./pg

4o
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0 que produz

E= m ==> Ezzm ==> n:p—'g
n n E
Substituindo os valores
= 085 .015 _51
005°

Portanto, para um erro-padrédo de 5% a amostra ideser de 51 pacienteBorém,
guando o erro padrdo assumido é de 6%, o tamanlamdatra € de 35 pacientes
(tamanho final da amostra, ja que o0 estudo teve sguenterrompido por questbes
éticas). Desta forma, substituindo o E por 0,0@mbse:

= 085.015

0067 =354

5.3 - GRUPOS DE PACIENTES

Foram incluidos 35 pacientes portadores de LTA @orforma cutanea localizada,
atendidos no ambulatério de Dermatologia do Hakgditniversitario de Brasilia
(HUB), no periodo de 2000 a 2004.

Grupo 1: 16 pacientes foram tratados com anforexi@ lipossomal, na dose de 1,5
mg/kg/dia durante 5 dias, diluida em soro glicosad®o, com infusdo venosa durante
60 minutos em veia periférica. A anfotericina Bobgomal utilizada foi o AmBisome

(Nextar Pharmaceuticals).
Grupo 2: 19 pacientes foram tratados com N-mdiitamina, na dose de 20 mg de

SbV/kg/dia, via venosa, sem diluicdo, aplicadoadte 15 minutos por 20 dias. O N-

metil glucamina utilizado foi o Glucantime (Rhodiarma).
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5.4 - CRITERIOS DE INCLUSAO

1) Pacientes com a forma cutanea localizadalde \irgens de tratamento;

2) Que apresentavam somente lesfes ulceraddacas;p

3) Que tinham no maximo 6 lesdes, com um peritedevolucéo de até 2 anos;

3) Com idade de 14 anos (0 pai ou responsavel ast&nmoo de consentimento

juntamente com o menor) até 61 anos;

4) Que concordaram em participar do estudo, assin@nom de consentimento
(Anexo VII).

5.5 - CRITERIOS DE EXCLUSAO

1) Pacientes submetidos a tratamento especifésoqyr

2) Portadores de doencas hepatica, renal, cardépm fossem diabéticos e/ou

portadores de dislipidemias;

3) Alérgicos a anfotericina B e/ou ao antimoneahiavalente;

4) Grévidas e nutrizes;

5) Pacientes com menos de 14 e mais de 61 anos;

6) Que ndo concordaram em assinar o termo decbmento.

5.6 - CRITERIOS PARA INTERRUPCAO DO TRATAMENTO

1) Reacéo alérgica;

2) Cardio, nefro, pancreato e/ou hepatotoxicidade;
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3) Recusa do paciente em continuar o tratamento.

5.7- CRITERIOS PARA REALIZACAO DE SEGUNDO TRATAMENTO C OM
OUTRA DROGA

1) Né&o resposta a anfotericina B lipossomal &dias do tratamento;

2) Na&o resposta ao N-metil-glucamina apés 90 dkasatamento.

5.8 - DIAGNOSTICO

A investigacado clinica foi realizada por meio detdiia clinica e epidemioldgica,
exame fisico compativel com LTA, além de prova ddsgica imunoldgica,
parasitolégica ou histopatoldégica com positividaigepelo menos dois dos seguintes
métodos, os quais foram realizados em todos osmasi

5.8.1 - Intradermoreacao de Montenegro (IDRM)

A técnica consistiu em aplicar 0,1 ml do inéculoo(pastigotas de cultura), via
intradérmica, na face anterior do antebraco esqueatd paciente, apds prévia
antissepsia local com alcool etilico a 70%. Auleit foi realizada 48 horas apds a
aplicacéo, utilizando caneta esferogréfica, limitase a enduracdo central com riscos
radiais. Sendo positiva quando a enduracéo foimeaiagual a 5mm.

5.8.2 — Esfregaco do fragmento da leséo
Do fragmento de pele, obtido por bidpsia, retirae o excesso de sangue com papel
de filtro e em seguida, 0 mesmo era pressiogadtra uma lamina de vidro. As

laminas foram fixadas em metanol por cinco minutmsadas pelo Giemsa a 50%, e

examinadas.
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5.8.3 - Cultura do aspirado da leséo

Para aspiracdo do material do mesmo local daibiofsi utilizada agulha montada em
seringa de 20ml contendo solucéo salina. O aspesal@olocado em meio de cultura
NNN (Mc Neal, Novy e Nicolli), o qual é composto 8% de sangue de coellamar-
sangue base a 4% e gentamicina, sendo consenviadefdgeracéo a"4C. O material
era entdo encaminhado ao laboratério de Dermatdmgieoda UnB, onde era mantido

em estufa a 2&, para ser examinado semanalmente.
5.8.4 - Inoculagédo em hamster

Um fragmento da lesdo, retirado pela mesma técdigabidpsia para exame
histopatolégico e esfregacgo, porém colocado entdolfisiologica estéril, era triturado
juntamente com solucdo salina e entdo inoculadopai@a traseira do hamster
(Mesocricetus auratuskra realizada inspecdo semanal até que se obsenessio no

local de inoculacdo, a partir da qual era feitoirasp para cultura utilizando-se a

técnica ja descrita.
5.8.5 - Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Foi coletada amostra do sangue (5 ml) do paciameanticoagulante para a realizacao
deste método e encaminhada para o laboratérioedmatibmicologia da UnB. O
antigeno utilizado foi um preparado de promastigotie L(L)amazonensis A
temperatura ambiente, os soros foram diluidos eraptie diluicdo, com capacidade
para 200ul em cada orificio. Para a diluicdo, foi empregsaimpédo PBS (composto
por cloreto de sédio, fosfato de potassio, fostiasodio, cloreto de potassio e agua
destilada). Amostra do soro de cada paciente kraldi5 vezes, sendo que na primeira
linha ficava a menor diluicdo que era de 1:20, antpu que na Ultima linha ficava a
maior diluicdo de 1:320. Depois de prontas, asHamioram incubadas a‘87por 30
minutos. O conjugado IgG anti-humano, marcado @mtiocianato de fluoresceina,
diluido a 1:60 com PBS era colocado em cima damkisnsendo incubado a 37°C por
30 minutos, para reagir com 0s antigenos nas I1&nik@ds serem lavadas, as laminas
foram coradas com azul de Evans e novamente lav@dpscesso era concluido com

aplicacao de uma gota de glicerina tamponada coghd’8olocacéo de laminula sobre
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a lamina. O titulo era obtido da maior diluicdoqueal o resultado da leitura ainda era

positivo.

5.8.6 - Exame histopatoldgico do fragmento das lesGes

Foi realizada bidpsia na borda da lesdo ativa, apfissepsia prévia com solucdo de
povidine, alcool e soro fisiolégico. A anestesiadlofoi realizada com xilocaina a 2%.
A incisédo foi feita em cunha, com lamina 15 deuistO fragmento era colocado em
solucdo de formol a 10% e enviado a patologia diedlgrocessado, corado pela

hematoxilina-eosina (HE) e examinado.

5.9 - IDENTIFICACAO DAS ESPECIES/ SUBGENEROS DE LEISHMANIA
USANDO ANTICORPOS MONOCLONAIS

Foram realizadas culturas (técnica descrita no 8818) de cada amostra de todos os
pacientes dos dois grupos, sendo que as positimaanf criopreservadas. Apos
descriopreservacao, as amostras foram colocadasneove em meio de cultura NNN.
Observando o crescimento, o material foi enviad@ pm Instituto Evandro Chagas
(Belém-Para), onde as laminas com o antigeno demacente foram preparadas e as
cepas foram identificadas pela técnica de imunafsmencia indireta utilizando
anticorpos monoclonais, da seguinte forma: 1) O#Hgamos das laminas eram
incubados com 1@l de PBS contendo soro normal (soro de cavalo-13%gapor 15
minutos e, em seguida, as laminas eram lavadasretrada do excesso de soro; 2)
Logo apos, eram incubadas compftlGe anticorpos monoclonais leishmanicos
(anticorpo primério) por 15 minutos e lavadas rapidnte com PBS; 3) O passo
seguinte consistia em incubar conuil@e imunoglobulina anti-camundongo marcada
com biotina (anticorpo secundario) por 15 minutdawar rapidamente com PBS; 4)
Depois, as laminas foram incubadas com avidina rawa com fluoresceina por 15
minutos e lavadas rapidamente com PBS; 5) Forantadhs em tampao alcalino (pH
9.5) contendo glicerol a 30% e, 6) Examinadas awascopio de imunofluorescéncia,

com objetiva de 40X.
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5.10 - AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imunoldgica dos pacientes ao tratamfmtavaliada pela realizacdo da
imunofluorescéncia indireta (técnica descrita mmit5.8.5) antes e 3 meses apds o
tratamento e pelo estudo imunohistoquimico reatizadtes e 1 més apos o final do

tratamento.
5.10.1 - Estudo Imunohistoquimico

Biopsia da borda da lesdo ativa foi realizadasaa 30 dias apos o final do tratamento
dos pacientes sorteados para imunohistoquimicda @mostra foi fixada em formol
tamponado a 10% e incluida em parafina e os codpesecutivos de 4 micrometros
foram obtidos para analise. Para a confirmacaadatndstico e andlise histopatoldgica,
os cortes foram corados pela hematoxilina-eosirtg),(ld PAS para identificacdo de

parasitos.

Os fragmentos obtidos foram colocados sobre lamideasdro previamente preparadas
com poli-L Lisina. A técnica utilizada foi a de impperoxidase para a identificacédo das
moléculas CD20, CD68, CD15, CD25, CD45R0O, CD3, 8H., a-Leish.

. Inicialmente, os cortes sobre as laminas foramataefipados e hidratados de acordo
com os seguintes passos: Ailol, 3 vezes, 5 minutos cada vez) Alcool absoluto, 3
vezes, 5 minutos cada vez) Alcool etilico 95%, 1 vez, por 2 minutos’) Agua
destilada. Em seguida, as laminas foram incubaagezdxido de hidrogénio (Merck)
a 3% em metanol (Vetec), por 17 minutos, para gqu#m da peroxidase enddgena.
Apés lavagem com agua destilada, as laminas formmbadas em tampdao citrato
(Sigma), pH = 6.2 e aquecidas a uma temperatul2@€ sob pressao, para exposicao

antigénica, por 1 minuto e 30 segundos.

Apés exposicdo antigénica, as laminas permanecerantampao citrato por 30
minutos, em banho Maria a temperatura ambienteghlises laminas foram incubadas
com soro de leite a 3% em PBS (leite desnatado B)opor 30 minutos, a fim de se
obter o bloqueio das ligacdes protéicas inespesifids laminas foram entdo secadas e

incubadas com os anticorpos primarios (monoclodaisamundongo anti-linfécito B
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humano CD20, monoclonais de camundongo anti-magoéfaumano CD 68,
monoclonais de camundongo anti-neutréfilo CD15, ootomais de camundongo anti-
linfécito T ativado humano CD25, monoclonais de sadongo anti-linfécito T ativado
humano CD45RO, monoclonais de camundongo antiditfé T humano CD3,
monoclonais de camundongo anti-linfécito T regufa@d LA-4, policlonal de cabra
antileishmania a-Leish) por 18 horas e mantidas & temperatura’@e Fodas as
diluicbes foram realizadas utilizando PBS associadeoro albumina bovina (PBS-
BSA) a 1%. Apds o periodo de 18 horas, realizaramass lavagens consecutivas e,
posteriormente, a incubacdo com o0s anticorpos dédms anti-lgG de
coelho/camundongo/cabra por 20 minutos, a temperate 22 a 2&, seguido pela
incubacdo com astreptoavidina marcada com peroxidase (Kit DAKO LSAB+,
Peroxidase-Universal-K0690) por 20 minutos & teiipea de 22 a 2.

Posteriormente, as lavagens consecutivas com PBSaBIS6, procedeu-se a revelacao
da reacao utilizando o substrato 3.3 - Diaminolnai (DAB) pronto para uso (Kit

DAKO). A revelacao foi feita por 15 minutos, a teemgtura ambiente e protegida da
luz. A reacao foi interrompida com agua destiladaselaminas contra-coradas com
hematoxilina de Mayer, por 10 minutos, a temperaambiente. Apds serem lavadas
com agua destilada por duas vezes, as laminas facaibadas por mais 10 minutos em
4gua destilada, desidratadas com &lcooisg9®0 GL), passadas em xilol (3 vezes) e

montadas com solucéo de resina ndo aquosa (Erkéilknaskopie-Merck).

Todas as laminas foram examinadas utilizando unnosgoépio biocular Axiolab-Zeiss
associado a ocular com reticulo de integracao qdadem forma de rede (Carl Zeiss-
4740680000000-Netzmikrometer 12,5x), sob a objetigal00X, utilizando 6leo de
imersdo. A intensidade da imunomarcacao foi express porcentagem(%) para os

marcadores celulares, e em cruzes (+) para o n@ardacarasitos.
5.11 - AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DOS PACIENTES
Os pacientes foram avaliados clinicamente anteantiio periodo do tratamento, apés

30, 60, 90, 180 dias e 1 ano ap6s o final darmahto. Atualmente, os pacientes fazem

controle anual no ambulatério de Dermatologia ddBHU
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Foram realizadas medidas dos diametros das lesoesyeafias das mesmas antes, com

30, 90 e 180 dias ap6s o tratamento.

As lesdes foram classificadas de acordo com actsplnico (ativa, em cicatrizacéo e
cicatrizada) ao término do tratamento, com 30, ®D @lias apds o tratamento, sendo
ativa aquela que mantinha borda infiltrada e se@iside reepitelizacdo, se era ulcerada
ou quando se apresentava infiltrada, sob formalatag em cicatrizacdo aquela com
reducdo da infiltracdo e presenca de tecido deu@@#io e cicatrizada, a lesao

completamente reepitelizada, sem infiltracdo et

Foram realizados os seguintes exames laboratdngisograma completo, bioquimicos
do sangue (glicose, sodio, potassio, creatiningjaurtransaminases, bilirrubinas,
fosfatase alcalina, amilase, lipidograma completo) todos o0s pacientes antes,
semanalmente no grupo controle (exceto lipidogyaamatérmino do tratamento e apos
30 dias em ambos os grupos. Os pacientes que racelanfotericina B lipossomal

foram submetidos ao eletrocardiograma antes enabdb tratamento. Aqueles tratados
com N-metil glucamina foram submetidos ao eletrdicgrama semanalmente até a

conclusdo do tratamento.

5.12 - CRITERIOS DE CURA, FALHA E RECIDIVA

1) Cura: lesdes cicatrizadas até 90 dias ap@aniento.

2) Falha: nao cicatrizagdo ap6s 90 dias do trateomen

3) Recidiva: cicatrizacado inicial com reapareciretd lesdo até um ano apos o final do

tratamento.
5. 13 - AVALIACAO DA QUALIDADE DOS FARMACOS
Neste estudo foram utilizadas ampolas de N-maidayhina (Glucantime) doadas pelo

Ministério da Saude, de um Unico lote (102480/ Fal2@1 e Val 05/2006). Para

avaliar o N-metil glucamina, foram escolhidas aldgamente 10 ampolas, as quais
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foram submetidas a dois testes no laboratorio fielogia da Universidade de Brasilia-

UnB: 1) Medida da pressao osmdtica e; 2) MedidpHlo

A anfotericina B lipossomal (AmBisome) foi doadagUnited Medical / Gilead (lote
042252AA/ Fab 07/2002 e Val 12/2004).

5.14 - AVALIACAO ESTATISTICA

Foram utilizados nas analises estatisticas os qamagThe SAS System for Windows v8
e o0 Microsoft Excel Os testes estatisticos realizados foram o tesito edo Qui-
guadrado e o teste de Fisher, para a andlise dagemidade entre os grupos. O Risco
Relativo(RR) para verificar a razdo das probabiletade sucesso entre 0os dois grupos
e o teste de Mann Whitney para verificar se duassaa®sao provenientes ou néo de
uma mesma populacdo. Para todas as comparacOoestétielecido um limite de
significancia igual a 0,05.

5.15- ASPECTOS ETICOS
O presente estudo foi submetido ao Comité de FEinaPesquisa da Faculdade de

Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM/UnB)amrovado (Anexo IX) em
novembro de 2000 (No. 011/00).
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6 - RESULTADOS

6.1 - AVALIACAO DOS ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Foram incluidos no estudo 35 pacientes (31 homdnselheres) com o diagnéstico de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) forma @datocalizada, atendidos no
ambulatorio de Dermatologia-LTA do Hospital Univigaggo de Brasilia (HUB) no

periodo de novembro de 2000 a dezembro de ZDO4RB5 pacientes foram distribuidos

de forma aleatéria para dois grupos, apos soréial.

6.1.1- Distribuicdo quanto ao género

O primeiro grupo, o grupo de estudo, foi constiufer 16 pacientes (15 homens e 1
mulher), que foram tratados com anfotericina B dgmmal na dose de 1,5mg/kg/dia
durante 5 dias. E o segundo grupo (controle) compd®@entes (16 homens e 3
mulheres), que foram tratados com N-metil glucarmaadose de 20 mg SbV/kg/dia

durante 20 dias (Tabela 1 e figura 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegunteenamericana
forma cutanea, de acordo com o género, nos grupos tratados com anfai@a B
lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kg&)i no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS GENERO

Masculino Femimin TOTAL
Anfotericina B 15 1 16
lipossomal
N-metil glucamina 16 3 19
TOTAL 31 4 35

Foi empregado o teste de Fisher, teste similar asg@drado para verificar se a
proporcao de pacientes do género masculino no giapanfotericina B lipossomal é
equivalente a proporcao deste género no grupo N-gheétamina. O resultado do teste
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mostrou que ha um forte indicio de que os grup@rs@omogéneos em relacdo ao

género ja que o p-valor foi 0,608.

6.1.2- Distribuicdo quanto a faixa etaria

A idade média dos pacientes da amostra foi 31 ates/io padrdo de 13,2, idade
méaxima de 61 e minima de 14 anos. No grupo comtentdma B lipossomal foi

observada uma idade média de 29,1 anos, desvié@ddrl3,6, idade minima de 14 e
maxima de 58 anos. No grupo controle observou-siamie 32,6 anos, desvio padrao

de 12,9, minima de 15 e maxima de 61 anos (anexb.

No grupo tratado com anfotericina B lipossomal28%) pacientes tinham entre 14 e
20 anos de idade, 9 (56,25%) tinham entre 21 a8 e 3 (18,75%) entre 41 e 60
anos. No grupo controle, 5 (26,3%) pacientes tinkeatre 14 e 20 anos, 9 (47,4 %)
tinham entre 21 e 40 anos, 4 (21,1%) tinham eritre 80 anos e apenas 1 (5,3%) com

mais de 60 anos de idade (Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegunteenamericana
forma cutanea, de acordo com a faixa etaria, nos grupos tratados comfatericina
B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kia), no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS FAIXA ETARIA (anos )

14- 20 21- 40 41-60 > 60 TOTAL
Anfotericina B
lipossomal 4 9 3 0 16
N-metil glucamina 5 9 4 1 19
TOTAL 9 18 7 1 35

Foi aplicado o teste do Qui-quadrado (valor = 0,050 = 2; p-valor = 0,975) para
verificar se a distribuicdo das idades era homagénére os dois grupos. E concluiu-se
gue os dois grupos eram homogéneos entre si egéoedafaixa etéria, ja que o p-valor

foi maior que 0,05.
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6.1.3- Distribuicdo quanto a procedéncia

Quanto a procedéncia, observou-se na amostra queoucd mais da metade dos
pacientes (54%) procediam do Distrito Federal (BFpoias (GO), como mostra a
Figura 3. No grupo em estudo, 9 (56%) pacientesgaiam do Distrito Federal (DF),
2 (13%) de Goias (GO) e do Para (PA), 1(6%) de fres (TO), Minas Gerais (MG)

e Venezuela. No grupo controle, 4 (21%) eram prexess do DF e de GO, 3 (16%) do
PA, de TO e da Bahia (BA), 1(5%) do Maranhdo (MAeeMiG (Tabela 3 e figura 4).

Dos 13 (37%) pacientes procedentes do DF, 7 eraB@deSebastiao, 3 de Planaltina, 2
de Sobradinho, 1 do Paranoé . Portanto, dentneaagentes do DF 53,8% eram de Sao
Sebastido (Tabela 4).

Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegunteenamericana
forma cutdnea, de acordo com a procedéncia, nos grupos tratados com
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucaman (20mg
SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS PROCEDENCIA (unidades da Federac&o)

DF GO PA TO BA MG MA TOTAL
Anfotericina
B lipossomal 9 2 2 1 0 1 0 15
N-metil 4 4 3 3 3 1 1 19
glucamina
TOTAL 13 6 5 4 3 2 1 34

38



6 — Resultados

Tabela 4 - Distribuicdo de 13 pacientes com leishmaniose tegemar americana
forma cutanea, procedentes do Distrito Federal de acordo comcidade satélite de
procedéncia, nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5fkg/dia) e
com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitrio de Brasilia,
2000-2004.

GRUPOS AREAS DE PROCEDENCIA NO DF

Sao Sebastido Planaltina Sobradinho Parand®TAL

Anfotericina B 4 2 2 1 9
lipossomal

N-metil 3 1 0 0 4
glucamina

TOTAL 7 3 2 1 13

Para analise da homogeneidade dos pacientes gupnoedéncia agrupou-se os dados
guanto aos Estados de procedéncia e aplicou-steode Qui-quadrado (Valor = 6,263;
GL = 4; p-valor = 0,160). O teste mostrou que hidéncias de que os dois grupos sao
homogéneos quanto a procedéncia.

6.1.4- Distribuicdo quanto a ocupacao

No que se refere a ocupacédo, foram observadostalol® (37%) agricultores, 6 (7%)
estudantes e 16 (46%) com outros tipos de ocup@&idora 5), como pedreiro, pintor,
militar, motorista, confeiteiro, funileiro, do latameld e servente (Anexo I). No grupo
tratado com anfotericina B lipossomal 5 pacientameagricultores, 4 estudantes e os 7
restantes tinham ocupacéo variada. No grupo tratado N-metil glucamina 8 eram
agricultores, 2 estudantes e os 9 restantes tirdtaipacao diversa (Tabela 5 e Figura
6).
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegunteenamericana
forma cutanea, de acordo com a ocupac¢ao, nos grupos tratados com anfiotea B
lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kg&)i, no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS OCUPACAO

Agricultor Estudante Outras  TOTAL
Anfotericina B 5 4 7 16
lipossomal
N-metil glucamina 8 2 9 19
TOTAL 13 6 16 35

De acordo com os resultados do teste do Qui-quadkedor = 1,362; GL = 2; p-valor
= 0,506) para homogeneidade concluiu-se que oydg®s eram homogéneos entre si

em relacdo a ocupacéao.

6.1.5- Distribuicdo quanto ao numero de lesfes por paciente

Quanto ao numero de lesbes, no estudo 18 (51%grgasi apresentavam uma Unica
lesdo enquanto 17 (49%) apresentavam mais de b E®Ano maximo 6 lesdes
(Tabela 6 e Figura 7). No grupo de estudo 10 (62&6ientes apresentavam apenas 1
lesdo, os outros 6 apresentavam 2 lesdes. Enquantgrupo controle, 8 (42,10%)
pacientes apresentavam apenas 1 lesdo e os olit{63,9%) apresentavam de 2 a 6
lesGes (Tabela 6 e Figura 8). Sendo que entre @adiéntes que apresentavam mais
de 1 lesdo, a maioria das lesdes se encontraveesaanarea topografica anatébmica.
Por exemplo, no Anexo | os pacientes No. 1, 2,1 dratados com anfotericina B
lipossomal apresentavam 2 lesées em membro infer@oiNo. 7 apresentava 2 lesées
em membro superior. No Anexo Il, dos pacientesadi@d com N-metil glucamina, o
paciente No. 2 apresentava 5 les6es no membraoinferNo. 3 com 3 lesdes em face,
o0 No. 6 e 0 No. 18 apresentavam 4 lesées em mesuoiperior, o No. 10 e 17 com 2
les6es em membros superiores, o No. 8 com 4 em roeimiierior e 2 em membro

superior e 0 No. 19 com 2 em membro inferior.
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Tabela 6 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegunteenamericana
forma cutanea, de acordo com o numero de lesdes, nos grupos tratadmsn
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucama (20mg
ShV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS NUMERO DE LESOES
Lesdo Unica Mais de 1 lesédo  TOTAL
Anfotericina B lipossomal
10 6 16
N-metil glucamina 8 11 19
TOTAL 18 17 35

Ao aplicar o teste do Qui-quadrado (Valor = 1,486;= 1; p-valor = 0,229) observou-

se que os dois grupos sdo homogéneos entre siag@o@o namero de lesdes.

6.1.6- Distribuicdo das les6es quanto a localizacdo topogréfica

Ao todo, foram observadas 66 lesbes, 22 no gtmado com anfotericina B
lipossomal, as quais estavam distribuidas topagmaiente da seguinte forma: 13 (59%)
em membros inferiores, 6 (27%) em membros supari@réd%) na cabeca e 1 (5%) em
tronco. No total foram tratadas com N-metil glucamé4 lesdes, sendo que foram
observadas 16 (36%) lesdess membros inferiores, 15 (34%) nos membros sonesyi

8 (18%) na cabeca e 5 (11%) no tronco (Tabel&igwa 10).

Nos dois grupos a maioria das lesdes se localieavamembros inferiores. Foram
observadas 29 lesbes nos membros inferiores nesgdgpos, representando 44 % do
total de lesBes, 21 (32%) nos membros superi@@$15%) na cabeca e 6 (9%) no

tronco (Figura 9).
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Tabela 7 - Distribuicao das lesdes, de acordo com a localizacao topografinos
pacientes com leishmaniose tegumentar americana forma cutanees grupos
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-mkglucamina
(20mg ShV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS LOCALIZACAO DAS LESOES

Membros  Membros  Cabeca Tronco TOTAL
Inferiores  Superiores (face, regiao
cervical, orelha)

Anfotericina B 13 6 2 1 22
lipossomal

N-metil 16 15 8 5 44
glucamina

TOTAL 29 21 10 6 66

Foi testada a homogeneidade entre os dois grupaglagéo a localizacdo das lesGes
para cada regido topografica. Empregou-se o tist€isher (p-valor = 0,505 no

membro inferior; 1,000 no membro superior; 0,608awe; 0,347 no tronco; 1,000 na
regido cervical e 1,000 na orelha) e observou-seagudois grupos sdao homogéneos

entre si, em relacéo a localizacao topografica.

6.1.7- Distribuicdo quanto ao tamanho das lesbes

Quanto ao tamanho das lesfes, 41% das lesdes madiantm, 35% mediam entre 2,1
a 4 cm, 21% mediam entre 4,1 e 6 cm e apenas 3%mewais de 6 cm (Figurall).
No grupo tratado com anfotericina B lipossomal tiffam até 2 cm de didmetro,10
tinham entre 2,1 e 4 cm e outras 6 tinham entre 4,tm (Tabela 8). Ou seja, 45 % das
lesBes apresentava diametro entre 2,1 a 4 cm @FigRYy. Ja no grupo controle, 21
lesdes tinham até 2 cm, 13 tinham entre 2,1 e 48cmediam entre 4,1 e 6 cm, e 2
lesGes tinham 8 cm (Tabela 8). Portanto, 48 % e&Eek no grupo tratado com N-metil

glucamina tinham até 2 cm de diametro (Figura 12).
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Tabela 8 - Distribuicdo das lesbes, de acordo com o diametro, nos ipates com
leishmaniose tegumentar americana forma cutanea nos grupos tratadasm
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucama (20mg
ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS DIAMETRO DAS LESOES (cm)

Até 2 2,1até 4 4,1 até 6 6,1laté8 TOTAL
Anfotericina B 6 10 6 0 22
lipossomal
N-metil 21 13 8 2 44
glucamina
TOTAL 27 23 14 2 66

De acordo com os resultados do teste exato do Gadrgdo (Valor = 2,690; GL = 2; p-
valor = 0,273), os dois grupos sdo homogéneos shteen relacdo ao diametro das

lesdes.

6.1.8- Distribuicdo quanto ao tipo das lestes

A maioria das lesdes era constituida por Ulces& ém relacdo as placas (8) na
populacao incluida no estudo (Figura 13). Das 28ds do grupo de estudo 20 (91%)
eram Ulceras e 2 eram placas, enquanto das 44upo gontrole, 38 (86%) eram
Ulceras e 6 (14%) placas (Tabela 9 e Figura 14).

O teste do Qui-quadrado ( Valor = 0,284; GL=1; alov = 0,594) mostrou que os dois
grupos sdo homogéneos em relacédo ao tipo de lggdgse obteve-se um p- valor

relativamente alto (0,594)
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Tabela 9 - Distribuicdo das lesdes, de acordo com o tipo (Ulcera placa), nos
pacientes com leishmaniose tegumentar americana forma cutané@atados com
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucama (20mg
ShV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS TIPO DE LESOES
Ulcera Placa TOTAL
Anfotericina B 20 2 22
lipossomal
N-metil glucamina 38 6 44
TOTAL 58 8 66

6.1.9- Distribuicdo quanto ao tempo de evolucéo das lesdes

Quanto ao tempo de evolucéo das lesdes, a materg@s pacientes (57%) apresentava
lesGes com evolucdo entre 2 a 6 meses (Figur&t&n 11 (69%) pacientes no grupo

de estudo e 9 (47%) no grupo controle (Tabela E@eral6). Sendo que 26 pacientes
tinham até 6 meses de evolucdo das lesbes, concesmio a 74,2% dos casos.

O tempo de evolucédo variou de 1 até 24 meses, comnoédia de 5,2 meses e desvio
padrédo 5,4 no grupo tratado com anfotericina Bsloonal. Enquanto no grupo tratado
com N-metil glucamina, o tempo de evolucéo variel28 dias a 24 meses, com uma

média de 6,3 meses e desvio padréo de 5,9 mesesdAe Il).
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Tabela 10 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose tegurtenamericana
forma cutanea, de acordo com o tempo de evolucdo das lesées, nos gsumtados
com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glamina (20mg
ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS TEMPO DE EVOLUCAO DAS LESOES

< 2 meses 2-6 meses 7-12 meses 13-24 mesd@©OTAL
Anfotericina B

lipossomal 2 11 2 1 16
N-metil

glucamina 4 9 5 1 19
TOTAL 6 20 7 2 35

De acordo com o resultado do teste do Qui-quadiddior = 0,748; GL = 2; p-valor =
0,688) de homogeneidade observou-se que o0s dopogrde pacientes eram
homogéneos quanto ao tempo de evolucdo das |es@psejse obteve um alto valor

para o p-valor.

6.2- AVALIACAO DOS ASPECTOS DIAGNOSTICOS

6.2.1- Resultado da Intradermorreacao de Montenegro (IDRM)

A intradermorreacado de Montenegro (IDRM) foi realean todos os pacientes dos
dois grupos. Sua positividade foi 91% (Figura 17).

Tabela 11 — Distribuicdo do resultado da intradermorreacdo de Morenhegro nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e corN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitério de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS IDRM

Positiva Negativa TOTAL
Anfotericina B lipossomal 15 1 16
N-metil glucamina 17 2 19
TOTAL 32 3 35
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Foi positiva em 15 pacientes (94%) do grupo dedestunegativa em 1 (6%). No grupo
controle foi positiva em 17 (89%) e negativa eni %) pacientes (Tabela 11 e Figura
18).

6.2.2- Resultado do esfregaco do fragmento das leses

Houve 60% de positividade (21 pacientes de 35)sfiegaco do fragmento das lesdes
neste estudo (Figura 19). Sendo que foi positivo 1€m(63%) pacientes do grupo
tratado com anfotericina B lipossomal e negativocef87%). No grupo tratado com N-
metil glucamina 11 (58%) pacientes com esfregagstipos e 8 (42%) negativos
(Tabela 12 e Figura 20).

Tabela 12 — Distribuicdo dos resultados do esfregaco do fragmento dasdesnos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia ) e o N-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

Grupos ESFREGACO DO FRAGMENTO DAS LESOES
Positivo Negativo TOTAL
Anfotericina B lipossomal 10 6 16
N-metil glucamina 11 8 19
TOTAL 21 14 35

6.2.3- Resultado da cultura do aspirado das lesdes

Quanto a cultura do aspirado das lesdes, 24 formitiyas correspondendo a 68% das
amostras (Figura 21). Sendo que no grupo de efbugositiva em 12 (75%) pacientes
e negativa em 4 (25%). Enquanto no grupo contal@dsitiva também em 12 (63%)
pacientes, negativa em 5 (26%), contaminada em526)5e sem descricdm outro
(5,5%) paciente (Tabela 13 e Figura 22).
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Tabela 13 — Distribuicdo dos resultados da cultura do aspirado dad@es nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e corN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS CULTURA DO ASPIRADO DAS LESOES
Positiva Negativa SD/contaminada TOTAL

Anfotericina B 12 4 0 16

lipossomal

N-metil 12 5 2 19

glucamina

TOTAL 24 9 2 35

SD = sem descri¢ao

6.2.4- Resultado da inoculagdo em hamster

Quanto a inoculacdo em hamster, houve 66% (23 aasdste positividade (Figura 23).
No grupo tratado com anfotericina B lipossomal @3%) pacientes foram positivos,
dos quais 3 tiveram culturas negativas. Ainda ngpa@rde estudo 5 (31%) tiveram
inoculacdo negativa. No grupo tratado com N-melicgmina, 12 (63%) tiveram
inoculacéo positiva, 6 (32%) inoculacbes foramatiegse 1 (5%) sem descricdo
(Tabela 14 e Figura 24).

Tabela 14 — Distribuicdo dos resultados da inoculacdo em hamsteoshgrupos
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-rileglucamina
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS INOCULACAO EM HAMSTER
Positiva Negativa Sem descricdo TOTAL

Anfotericina B 11 5 0 16

lipossomal

N-metil 12 6 1 19

glucamina

TOTAL 23 11 1 35
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6.2.5- Resultado da imunofluorescéncia indireta antes do tratamento

A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi consideragasitiva quando os titulos foram
iguais ou superiores a 1:40. Nos dois grupos, av#ffiou de negativa até 1:320. A
positividade da IFI foi 43%. Sendo de 1:40 em 1498 pacientes incluidos no estudo,
1:80 em 11%, 1:160 em 9% e 1:320 em outros 9% (&igh).

No grupo de estudo 8 (50%) pacientes tinham #tuyositivos, 3 (19%) foram

negativos, 2 (13%) tinham titulos baixos (1:20)ne & (19%) néo foi realizada a IFI.
Dos 8 pacientes com titulos positivos, 4 (25%)amhtitulos de 1:40, 1 (6%) tinha
titulo de 1:80, 2 (13%) tinham titulos de 1:160 @%) tinha titulo de 1:320. No grupo
controle, 7 (36,8%) pacientes tinham titulos pes#j 10 negativos (53%) e 2 (11%)
titulos abaixo do limite considerado. Dos 7 pa@smjue tinham titulos positivos, 1
(5%) tinha titulo de 1:40, 3 (16%) tinham titulas &80, 1 (5%) tinha titulo 1:160 e 2
(11%) tiham titulos de 1:320 (Tabela 15 e Figu6ha 2

Tabela 15 — Distribuicdo dos resultados da imunofluorescéncia immdta (IFI) nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e corlN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS IFI

Negativa 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 NRTOTAL

Anfotericina 3 2 4 1 2 1 3 16
B lipossomal

N-metil 10 2 1 3 1 2 0 19
glucamina

TOTAL 13 4 5 4 3 3 3 35

NR = nao realizada

6.2.6- Resultado do exame histopatolégico do fragmento das lesGes

Quanto ao exame histopatoldgico do fragmento de®ete no total de 35 pacientes,
apenas 17% (6 pacientes) tinham amastigotas maphisiogico (Figura 27). Parasitos
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(amastigotas) foram encontrados no histopatolédieds (37,5%) pacientes tratados
com anfotericina B lipossomal e em nenhum pacidotgrupo controle (Tabela 16).

No geral houve predominio da reacdo exsudativdaceld2%) em relacdo aos outros
padrdes histopatoldgicos. Foi observado reacaalakisa celular em 7 (44%) pacientes
do grupo de estudo e 8 (42%) no grupo controlec&e@xsudativa e granulomatosa
em 5 (31%) pacientes do grupo tratado com anfateriB lipossomal e em 9 (47%)

pacientes do grupo tratado com N-metil glucamineagdo exsudativa necrético-
granulomatosa em 2 pacientes do grupo controle eneamthum do grupo de estudo
(Tabela 16 e Figura 28). Ainda no grupo de estudo houve descricdo do

histopatolégico em 4 (25%) pacientes.

Tabela 16- Distribuicédo dos resultados do exame histopatoldgico do fragnio das
lesdes nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg)de com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.

GRUPOS EXAME HISTOPATOLOGICO
Reacao Reacao Reacao SD TOTAL
exsudativa  exsudativa e exsudativa
celular granulomatosa necrotico-

granulomatosa

SP CP SP CP SP CP

Anfotericina B 3 4 3 2 0 0O 4 16
lipossomal

N-metil glucamina 8 0 9 0 1 0 0 19
TOTAL 11 4 12 2 1 0 4 35
SP= sem parasito CP= com parasito

SD = sem descri¢ao

6.2.7- Resultado da identificacao das espécies/subgéneros eehmania

Quanto a identificacdo das espécies de leishmdaiam total de 24 culturas positivas e

23 inoculacdes positivas, 25 (71,42%) amostrasnfocaiopreservadas e destas 21
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foram identificadas. Das amostras de 11 (69%) p&esetratados com anfotericina B
lipossomal, 6 (55%) foram identificadas cohishmania (Viannia) braziliens{&Vb),

3 (27%) identificadas comioeishmania (Leishmania) amazoner(sisa), 1 (9%) como
sendo do subgénerdanniae outra (9%) com caracteristicaslagshmania (Viannia)
shawi (LVS (Figura 29). Das amostras de 10 pacientes tratados com N-metil
glucamina, todas foram identificadas cob{®)b . Portanto, 16 pacientes , 76% das 21
amostras foram identificadas comn@/)b (Tabela 17).

Tabela 17 — Distribuicdo dos resultados da identificacdo das espsc/ subgéneros
deleishmania em amostras de 21 pacientes dos grupos tratados com anfoterecid
lipossomal (1,5mg/kg/dia ) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kga) no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS ESPECIES/SUBGENERO

L(V)b L(L)a Viannia L(V)s TOTAL

Anfotericina B lipossomal 6 3 1 1 11
N-metil glucamina 10 0 0 0 10
TOTAL 16 3 1 1 21

L(V)b = Leishmania (Viannia) braziliensis
L(L)a = Leishmania (Leishmania) amazonensis
L(V)s = Leishmania (Viannia) shawi

6.2.8- Resultado da imunohistoquimica antes do tratamento
A imunohistoquimica foi realizada em 13 pacientetes do tratamento, sendo que 6

eram do grupo da anfotericina B lipossomal e 7 dap@ tratado com N-metil

glucamina.
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A imunomarcacédo com o CD25 foi negativa em 12 (9p&%egientes. Somente 1 (8%),
paciente teve marcacdo com CD25 positiva de 20§aabera do grupo da anfotericina
B lipossomal.

O CDa3 foi positivo em 12 pacientes, sendo que %d5dacientes tiveram CD3 entre 60
e 70%, destes 4 eram do grupo da anfotericinadddipmal. Outros 4 (31%) pacientes
tiveram CD3 entre 30 e 40%, e 1 (8%) paciente @va de 10%.

O CD15 foi negativo em 12 (92%) pacientes e pasidmn 1, o qual era do grupo da

anfotericina B lipossomal.

O CD20 foi positivo em 11 (84%) pacientes, send® 2|pacientes tinham CD20 de 60
e 40% respectivamente, os quais eram do grupo daeetM-glucamina. Outros 4

pacientes tinham CD20 de 20%, sendo que 3 pertana@grupo da anfotericina B
lipossomal, 4 tinham CD20 de 10% e 1 paciente tiba0 de 5%.

A imunomarcacdo para o CD68 foi positiva em 12 (PPacientes, sendo que 2
pacientes tinham CD68 de 100% e os mesmos eramrum gla anfotericina B
lipossomal, 4 pacientes tinham CD68 entre 60 e A¥go que 3 eram do grupo do N-
metil glucamina. Quatro pacientes tinham CD68 eB@re= 40% e 2 pacientes tinham
CD68 de 20%.

Quanto ao CTLA-4, foi positivo em 9 (69%) pacienwendo de 40% em 1 paciente, de
20% em 3 pacientes, de 10% em 4 pacientes e darb%opaciente. Foi negativo em 4
pacientes, dos quais 2 eram do grupo da anfotariBiripossomal e 2 do N-metil

glucamina.

A imunomarcacao paraa-leish, anticorpo policlonal, foi positiva nas anmas de 11

(84,6%) pacientes, com intensidade de 4+ em 2ptd, 0s quais eram do grupo da
anfotericina B lipossomal. Com 3+ em outros 2 @aigs, de 2+ em 6 pacientes, dos
quais 4 pertenciam ao grupo da anfotericina B §posl e de 1+ em 1 paciente. Em 2

pacientes a imunomarcacao foi negativa (Tabela 18).
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Tabela 18: Distribuicdo percentual dos resultados da imunohigtjuimica antes do
tratamento em treze pacientes com leishmaniose tegumentamericana tratados
com anfotericina B lipossomal* (1,5mg/kg/dia) e N-metil glucamar* (20mg

ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

Pacientes Méduaras celulares (%)

CD25 CD3 CD15 CD20 CD68 CTLA-4 a-leish

1 N 70 N 20 30 20 2+
2 N 70 N 10 100 40 2+
3 N 70 N 20 100 N 2+
4 N 60 N 10 40 N 4+
5 20 40 20 10 40 10 4+
6 N 30 N 20 60 10 2+
7 N 60 N 20 40 N 2+
8 N 70 N 10 60 10 3+
9 N 40 N 40 60 5 1+
10 N 70 N N 20 20 N
11 N 10 N 60 20 20 3+
12 N 30 N 5 70 10 2+
13 N N N N N N N

*Grupo da anfotericina B lipossomal: do primeirossxto paciente correspondendo aos
pacientes Nos. 8, 9, 5, 13, 14 e 3 respectivantmgd\nexos | e lll .

**Grupo do N-metil glucamina: do sétimo ao décineockiro paciente correspondendo
aos pacientes Nos. 6, 2, 13, 16, 1, 18 e 19 regpeente dos Anexos Il e IV.

N = negativo

Na avaliacdo dos resultados dos exames diagnédticus os 35 pacientes foram

considerados portadores de leishmaniose tegumemtericana, ja que a prova
diagnéstica parasitolégica, imunolégica ou histojdgfica seria alcancada com a
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positividade de pelo menos dois dos métodos adhridgura 30 mostra a distribuicdo
dos pacientes de acordo com o numero de exameasdgiaps positivos em cada um

deles.

6.3- AVALIACAO TERAPEUTICA

6.3.1 - Resposta clinica

No estudo houve 77% de cura em até 90 dias ap@amento, com falha em 23% e
nao houve recidiva (Figura 31). No grupo tratadm anfotericina B lipossomal, 8
(50%) pacientes curaram até 90 dias ap06s o tratamaun seja, obtiveram cicatrizacéo
completa de suas lesbes e 8 apresentaram falh@@uéca, caracterizada por nao
cicatrizacdo completa das lesdes no periodo deie80 Enquanto no grupo controle
houve 100% de cura clinica (Tabela 19 e Figura 8dh houve recidiva em nenhum

dos pacientes curados nos dois grupos num permdado de acompanhamento.

Tabela 19 — Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a respostanich ao
tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-etil glucamina
(20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS RESPOSTA CLINICA

Cura clinica Falha Recidiva TOTAL
Anfotericina B 8 8 0 16
lipossomal
N-metil 19 0 0 19
glucamina
TOTAL 27 8 0 35

Inicialmente, quando foi realizado o célculo do @aimo da amostra da populacao deste
estudo esperava-se uma taxa de cura com anfoterBinipossomal e N-metil
glucamina de pelo menos 85%, com um erro padraorads de 5%. Ao se avaliar, em
2004, que a taxa de cura estava muito mais baixgudoo esperado (50%) com a

anfotericina B lipossomal e bem superior com o NHng&icamina (100%), com pouco
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mais da metade da amostra proposta para cada grup@l seria de 30 pacientes, o
estudo foi interrompido. Refazendo os calculos atoanho da amostra, observou-se
gue com a amostra de 35 pacientes o erro padramiassé de 6%.

Portanto, calculando o Risco Relativo observa-se qu probabilidade de cura dos
pacientes tratados com N-metil glucamina foi 2 sap@ior do que daqueles pacientes
tratados com a anfotericina B lipossomal (RR =C83%[1,23<RR< 3,26]; p-valor <
0,001).

6.3.2 — Avaliacdo do aspecto clinico das lesdes ao término do tratamenfms 30 e

90 dias do final do tratamento

Ao final do tratamento foi observado que 4 (21%gipntes do grupo controle tiveram
suas lesbes completamente cicatrizadas enquangfapo da anfotericina B lipossomal
nenhuma leséo cicatrizou por completo no mesmagerimas 8 (50%) apresentavam
sinais de regressao em relacao a 9 (47%) do gragaalo com N-metil glucamina. Oito
8 (50%) pacientes do grupo de estudo e 6 (32%)umogcontrole apresentavam lesdes

ativas ao término do tratamento (Tabela 20 e Ri§G).

Tabela 20 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com o aspectimicb das lesdes,
ao término do tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/di) e com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.

GRUPOS ASPECTOS CLINICOS DAS LESOES POR PACIENTE

Lesdo ativa Lesdo em cicatrizacdo  Lesdao cicatrizad@DTAL

Anfotericina B 8 8 0 16
Lipossomal

N-metil 6 9 4 19
Glucamina

TOTAL 14 17 4 35

Em até 30 dias, 13 (68%) pacientes tratados cometi-glucamina ja tinham suas
lesGes completamente cicatrizadas enquanto no giepanfotericina B lipossomal
apenas 3 (19%) pacientes apresentavam o mesmdaspeico. Em cicatrizacdo, 10

(63%) pacientes do grupo de estudo e 5 (26%) dpogcontrole e lesdes ativas em 3
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(19%) pacientes do grupo de estudo e em 1 (5%)wgmogontrole. (Tabela 21 e Figura
34).

Tabela 21 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com o aspectimicb das lesées,
trinta dias apos tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mgé{dia) e com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.

GRUPOS ASPECTOS CLINICOS DAS LESOES POR PACIENTE

Lesdo ativa Lesdo em cicatrizacdo Leséao cicatrizad@TAL

Anfotericina B 3 10 3 16
lipossomal

N-metil 1 5 13 19
Glucamina

TOTAL 4 15 16 35

Noventa dias ap0s o tratamento, 8 (50%) paciembarh cicatrizado completamente
suas lesdes no grupo de estudo contra 19 (10@gyupo controle. Evidenciando uma
diferenca bem significativa. Apesar de se obsequas 5 (31%) pacientes do grupo
tratado com anfotericina B lipossomal estavam emecgsso de cicatrizagdo (Tabela 22
e Figura 35). Todos os pacientes do grupo de esjueéonao tiveram suas lesdes
completamente cicatrizadas no periodo de 90 diasnmf tratados com N-metil

glucamina por 20 dias e curaram.

Tabela 22 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com 0s aspeottinicos das
lesdes, noventa dias apdés o tratamento com anfotericina B lipossomal
(1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hogal
Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS ASPECTOS CLINICOS DAS LESOES POR PACIENTE

Lesdo ativa Lesdo em cicatrizacdo  Lesdo cicatrizad®TAL

Anfotericina B 3 5 8 16
lipossomal

N-metil 0 0 19 19
Glucamina

TOTAL 3 5 27 35
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Testou-se a homogeneidade das distribuicbes dasnpax em relacdo ao aspecto
clinico das lesbes ao término, com 30 dias e condi@ e foi obtido o P-valor de

0,0069 para o grupo tratado com anfotericina Bsioomal e P-valor menor que 0,0001
para o grupo do N-metil glucamina, constatandoeueambos 0s grupos 0s pacientes
tenderam a cicatrizacdo das lesdes, comprovand@a@ das duas medicacoes, tendo
sido o N-metil glucamina mais eficaz que a anfotea B lipossomal nas doses usadas

respectivamente.

6.3.3 — Resposta clinica de acordo com o tempo de evolucéo das lesdes

No grupo tratado com a anfotericina B lipossordak 13 pacientes com tempo de
evolucdo das lesdes de até 6 meses, 3 (23%) pecientaram com até 30 dias, 1 (8%)
curou entre 31 e 60 dias, 2 (15%) curaram entre 80 dias e 7(54%) nao curaram
(Tabela 23 e Figura 36). Ou seja, 46,13% dos pesiecom até 6 meses de evolucao
curaram. Dos 3 pacientes com les6es com mais desgsrde evolugdo, 1 paciente

curou entre 31 e 60 dias, outro curou entre 61d&0e 1 ndo curou (Tabela 23).

Tabela 23 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a resposliaica e o tempo
de evolucdo das lesGes, no grupo tratado com anfotericina B lipossomal
(1,5mg/kg/dia) no Hospital Universitério de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Resposta clinica (dias) Temp@dolucao das lesbes (meses)

Até 6 meses > 6 meses TOTAL
Cura ao término 0 0 0
Cura em até 30 dias 3 0 3
Cura entre 31 e 60 dias 1 1 2
Cura entre 61 e 90 dias 2 1 3
Falha 7 1 8
Recidiva 0 0 0
TOTAL 13 3 16
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No grupo controle, todos os 19 pacientes obtiverara em até 90 dias, sendo que 13
(68,42%) pacientes tinham até 6 meses de evolugddeddes e 6 (31,57%) outros
tinham mais de 6 meses de evolucdo. Dos pacieaoesate 6 meses de evolucdo das
lesbes, 3 (23%) curaram ao término, 6 (46%) curaamaté 30 dias, 1(8%) entre 31 e
60 dias e 3 (23%) curaram entre 61 e 90 dias (@iabéle Figura 37). Portanto, a
maioria dos pacientes (69%) com até 6 meses dei@micuraram no periodo de 30
dias. Dos 6 pacientes com mais de 6 meses de @eollicurou ao término, 3 curaram
em até 30 dias 1 curou entre 31 e 60 dias e outaucentre 61 e 90 dias (Tabela 24).

N&o houve recidiva em nenhum caso no periodo d® i@ acompanhamento.

Tabela 24 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a resposliaica e o tempo
de evolucdo das lesbes, no grupo tratado com N-metil glucamina (28y
SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM N-METIL GLUCAMINA

Resposta clinica (dias) Tempo de evolucao das lesGes (meses)
Até 6 meses > 6 meses TOTAL

Cura ao término 3 1 4
Cura até 30 dias 6 3 9
Cura entre 31 e 60 dias 1 1 2
Cura entre 61 e 90 dias 3 1 4
Falha 0 0 0
Recidiva 0 0 0
TOTAL 13 6 19

Comparando estatisticamente os dois grupos eméarelag tempo de evolucdo das
lesBes, observou-se que nos pacientes com evoligsidesdes de até 6 meses, 0s
tratados com N-metil glucamina tiveram 2,17 vezessrprobabilidade de se curarem
do que os tratados com anfotericina B lipossomB €R2,17; IC 95%[1,20 — 3,90]; p-
valor = 0,0006). Com relagdo aos pacientes comuegéiol de mais de 6 meses, 0s
tratados com N-metil glucamina tiveram 1,5 vez nm@@babilidade de se curarem |,

porém esta diferenca ndo foi estatisticamente fgigtiva (RR = 1,5; IC 95%]0,67-
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3,34]; p-valor = 0,3), ja que o p-valor foi maioney0,05. Provavelmente, devido ao

pequeno nimero de casos.

6.3.4 — Resposta clinica de acordo com o numero de lesGes

No grupo de estudo 10 (62%) pacientes apresentayemas uma lesdo enquanto 6
(38%) pacientes tinham mais de uma lesdo. Doademtes, 3 (30%) curaram com até
30 dias do inicio do tratamento, 1 (10%) em atéié® e outros 2 (20%)em até 90 dias
e 4 (40%) pacientes ndo curaram (Tabela 25 e FiggraNao houve cura clinica ao

término do tratamento em nenhum paciente. Dos p@siecom mais de uma leséo, 1
(17%) curou em até 60 dias e outro (17%) em atdi&@Oe 4 (67%) dos 6 pacientes nédo

curaram (Tabela 25 e Figura 38).

Tabela 25 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a respostiiica e o
namero de lesBes, no grupo tratado com anfotericina B lipossomdl,$mg/kg/dia)
no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Resposta clinica (dias) Numertedées por paciente
Com uma leséo Com mais de uma lesdaoTOTAL

Cura ao término 0 0 0
Cura até 30 dias 3 0 3
Cura com 31 a 60 dias 1 1 2
Cura com 61 a 90 dias 2 1 3
Falha 4 4 8
Recidiva 0 0 0
TOTAL 10 6 16

No grupo controle, 8 (42%) pacientes apresentavamlesdo e 11 (58%) tinham mais
de uma lesdo. Dos pacientes com uma lesdo 3 (38%am ao término do tratamento,
4 (50%) curaram em até 30 dias e 1 (13%) em atBe®0(Tabela 26 e Figura 39). Dos
11 pacientes com mais de uma lesédo 1 (9%) curdaraono do tratamento, 5 (45%)
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em até 30 dias, 2 (18%) em até 60 dias e 3 (27%aterd0 dias. Ndo houve falha ou
recidiva neste grupo (Tabela 26 e Figura 39).

Tabela 26 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a resposténica e o
namero de lesdes, no grupo tratado com N-metil glucamina (20 m¢p\&kg/dia) no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM N-METIL GLUCAMINA

Resposta clinica (dias) Niorae lesGes por paciente
Com uma leséao Com mais de uma lesdo TOTAL

Cura ao término 3 1 4
Cura até 30 dias 4 5 9
Cura de 31 a 60 dias 0 2 2
Cura com 61 a 90 dias 1 3 4
Falha 0 0 0
Recidiva 0 0 0
TOTAL 8 11 19

Quanto ao numero de lesdes, a probabilidade dednsgacientes com 1 lesdo no
grupo tratado com N-metil glucamina foi 1,66 vezionado que no tratado com
anfotericina B lipossomal (RR = 1,66; IC 95% [1,;08,76]; p-valor = 0,009). E nos
pacientes com mais de 1 leséo, a probabilidadeideno grupo do N-metil glucamina
foi de 3 vezes em relacdo ao grupo da anfoteriBitipossomal (RR = 3,00; IC 95%
[0,96- 9,30]; p-valor = 0,063), porém esta difeeengdo foi estatisticamente

significativa. Atribui-se a esta néo significanoipequeno tamanho da amostra testada.

6.3.5 — Resposta clinica das lesdes de acordo com suas localiza¢cBes topograficas
No grupo de estudo foram observadas 13 (59 %) $a36& membros inferiores, sendo

que 1 (8%) cicatrizou completamente em 30 dia®3%46] cicatrizaram entre 31 a 60

dias, outras 3 (23%) entre 61 e 90 dias. A nadrdegao (falha) ocorreu em 6 (46%).
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Das 6 (28,57%) lesbes observadas em membros sigserio (17%) cicatrizou em 30
dias, 1 (17%) entre 61 e 90 dias e 4 (67%) néaotrdasam. Foram observadas 2
(9,52%) lesbes no segmento cefalico, 1 (50%) cernB0 dias e outra (50%) entre 61
e 90 dias. A Unica (4,76%) lesdo observada em dravdm cicatrizou (Tabela 27 e
Figura 40) .

Tabela 27 - Distribuicdo das lesdes de acordo com suas localizagoesgraficas e
resposta clinica no grupo tratado com anfotericina B lipossomal (1rfg/kg/dia) no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Resposta clinica (dias) dlacéao das lesdes

Membros Membros  Cabeca Tronco TOTAL

inferiores superiores

Cura ao término 0 0 0 0 0
Cura em 30 dias 1 1 1 0 3
Cura entre 31 e 60 dias 3 0 0 0 3
Cura entre 61 e 90 dias 3 1 1 0 5
Falha 6 4 0 1 11
Recidiva 0 0 0 0 0
TOTAL 13 6 2 1 22

No grupo tratado com N-metil glucamina foram obadas 16 les6es nos membros
inferiores, 1(6%) com cicatrizacdo completa ao éondo tratamento, 5 (31%) com
cicatrizacdo em 30 dias, outras 5 (31%) com cutr &1 a 60 dias e 5 (31%) com cura
entre 61 e 90 dias. Nos membros superiores forssarehdas 15 lesbes das quais 9
(60%) cicatrizaram em até 30 dias e 6 (40%) curaratre 61 e 90 dias. Das 8 lesdes
observadas na cabeca, 3 (38%) curaram ao térmitratdmento, 1 (13%) em 30 dias,
3 (38%) entre 31 e 60 dias e 1 (13%) entre 61 @& Em tronco foram observadas 5
lesbes, 1 (20%) curou ao término do tratamentd%j2m 30 dias e 3(60%) entre 61
e 90 dias (Tabela 28 e Figura 41).
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Tabela 28 - Distribuicdo das lesbes, de acordo com suas localizagéesgraficas e
resposta clinica, no grupo tratado com N-metil glucamina (20 mgb§/kg/dia) no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM N-METIL GLUCAMINA

Resposta clinica (dias)

dlmacéao das lesodes

Membros  Membros Cabeca Tronco TOTAL

inferiores  superiores
Cura ao término 1 0 3 1 5
Cura em 30 dias 5 9 1 1 16
Cura entre 31 e 60 dias 5 0 3 0 8
Cura entre 61 e 90 dias 5 6 1 3 15
Falha 0 0 0 0 0
Recidiva 0 0 0 0 0
TOTAL 16 15 8 5 44

Calculou-se o Risco Relativo (RR = 1,80; IC95% 11,8,22]; p-valor = 0,00824) em
relacdo a topografia anatomica mais afetada nad@stwwoncluiu-se que a probabilidade
de cura nos pacientes com lesdes nos membrosmeedo grupo tratado com N-metil
glucamina era 1,80 vez maior do que no grupo toatamn anfotericina B lipossomal.

Houve diferenca significativa, ja que o p-valordei 0,00824.

6.3.6 — Resposta clinica das les6es de acordo com seus diametros

No grupo tratado com anfotericina B lipossomal iorabservadas 6 lesées com
diametro de até 2 cm, sendo que 3 (50%) nao cura2a(33%) curaram em 30 dias e 1
(17%) curou entre 31 e 60 dias. Outras 10 lestesdiametro entre 2,1 e 4 cm, sendo
que 5 ( 50%) lesBes ndo curaram, 3 (20%) curarameniodo entre 61 e 90 dias e 2
(30%) entre 31 e 60 dias. Ainda no grupo de estéidesdes tinham diametro entre 4,1
e 6 cm, com 4 ( 67%) lesGes que nao curaram, 1)(&d@kéu com 30 dias e outra (17%)
no periodo de 61 a 90 dias (Tabela 29 e Figura 42).
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Tabela 29 - Distribuicdo das lesbes, de acordo com seus diametegesposta
clinica, no grupo tratado com anfotericina B lipossomal (1,5 mg/kg/diaho
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Resposta clinica (dias) Diametro das lesdes (cm)

Até 2 2,1ate 4 4,1 até 6 6,1 até TOTAL

Cura ao término 0 0 0 0 0
Cura em 30 dias 2 0 1 0 3
Cura entre 31 e 60 dias 1 2 0 0 3
Cura entre 61 e 90 dias 0 3 1 0 4
Falha 3 5 4 0 12
Recidiva 0 0 0 0 0
TOTAL 6 10 6 0 22

No grupo tratado com N-metil glucamina foram obadas 21 lesdes de até 2 cm de
diametro, sendo que 7 (33%) cicatrizaram entre @Q @ias e outras 7 (33%) entre 61 e
90 dias, 6 (29%) curaram com 30 dias e 1 (5%) rizcat completamente ao término do
tratamento. Treze lesGes tinham diametros entre 2,tm, sendo que 6 (46%) curaram
entre 61 e 90 dias, 4 (31%) curaram com 30 dias(23%) curaram ao término do

tratamento. Oito lesGes tinham diametros entrea#l6 cm, com cicatrizacdo de 5
(63%) lesbes no periodo de 30 dias, 2 (25%) erdtre 80 dias e 1 (13%) entre 31 e 60
dias. Duas lesdes tinham diametro entre 6,1 até,8sendo que 1 (50%) curou ao

término e outra (50%) com 30 dias apods o tratam@rabela 30 e Figura 43).
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Tabela 30 - Distribuicdo das lesdes de acordo com seus diamegagsposta clinica
no grupo tratado com N-metil glucamina (20 mg SbV/ kg/dia) no ebkpital
Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM N-METIL GLUCAMINA

Resposta clinica (dias) Diametro das lesbes (cm)

Ateé 2 2,1 ate 4 4,1 até 6 6,1 até BSTOTAL

Cura ao término 1 3 0 1 5
Cura em 30 dias 6 4 5 1 16
Cura entre 31 a 60 dias 7 0 1 0 8
Cura entre 61 a 90 dias 7 6 2 0 15
Falha 0 0 0 0 0
Recidiva 0 0 0 0 0
TOTAL 21 13 8 2 44

Foi calculado o Risco Relativo (RR = 2,66; IC95%#§t, 6,52]; p-valor = 0,0048) em
relacdo aos diametros das lesbes mais frequentestudo, que foram entre 2,1 e 4 cm.
Concluiu-se que a probabilidade de cura nos paserdm lesdes entre 2,1 a 4 cm no
grupo tratado com N-metil glucamina foi 2,66 vemesor do que no grupo tratado com
anfotericina B lipossomal. Portanto, houve difeeersignificativa, j& que o p-valor
obtido foi muito menor que 0,05.

6.3.7 — Resposta clinica de acordo com a espécie e subgéneloetthmania

Quanto a espécie e ao subgénerbalshmaniaforam identificadas no grupo de estudo
Leishmania (Viannia) braziliensisias amostras de 6 pacientes, dos quais 4 (66%) néo
curaram, 1 (17%) curou entre 31 a 60 dias e oG#&o] curou entre 61e 90 dias. Ainda
no grupo de estudo, na amostra de 1 pacientedutifttadalLeishmaniado subgénero
Viannia, o qual curou entre 31 e 60 dias. Nas amostras pacigntes, dos quais 2
(67%) curaram com 30 dias e 1 (33%) nao curou gnfiordentificadad_eishmania
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(Leishmania) amazonensiE um caso com caracteristicas ldegishmania (Viannia)

shawique curou entre 61 e 90 dias (Tabela 31 e Figtira 4

Tabela 31 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a respostiéica e a
espécie/ subgénero dedishmania, no grupo tratado com anfotericina B lipossomal
(1,5 mg/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Resposta clinica (dias) Efpé subgénero

L(V)b Viannia L(L)a L(V)s TOTAL
Cura ao término 0 0 0 0 0
Cura em 30 dias 0 0 2 0 2
Curaentre 31 e60dias 1 1 0 0 2
Curaentre 61 e90dias 1 0 0 1 2
Falha 4 0 1 0 5
Recidiva 0 0 0 0 0
TOTAL 6 1 3 1 11

No grupo controle, as amostras de 10 pacientesnfadlantificadas coma.(V)b, das
guais 3 pacientes curaram ao término do tratam8ntararam em até 30 dias, 1 curou
entre 31 e 60 dias e 3 curaram entre 61 e 90 #lamshuma outra espécie foi

identificada no grupo controle (Tabela 32 e Figtba
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Tabela 32 - Distribuicdo dos pacientes, de acordo com a respostiéica e a
espécie/ subgénero deeishmania, no grupo tratado com N-metil glucamina (20
mg SbV/ kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

TRATAMENTO COM N-METIL GLUCAMINA

Resposta clinica (dias) Espécie e sulvgéne
L(V)b TOTAL
Cura ao término 3 3
Cura em 30 dias 3 3
Cura entre 31 e 60 dias 1 1
Cura entre 61 e 90 dias 3 3
Falha 0 0
Recidiva 0 0
TOTAL 10 10

6.3.8 - Eventos adversos e alteracdes laboratoriais

Quanto aos eventos adversos, apenas 1(6%) padenis tratados com anfotericina B
lipossomal queixou-se de dor lombar, que cessou aatiminuicdo da velocidade de
infusdo da medicacdo. Dos pacientes tratados cometN-glucamina, a maioria
apresentou algum efeito colateral. Dos 13 (68,4p#gientes que queixaram-se de
algum paraefeito, ocorreram 8 queixas de mialg@de 4rtralgia, 1 de taquicardia, 1 de
cefaléia. Um paciente apresentou has primeira®gaslde tratamento uma exacerbacéo
das lesdes (reacdo de J.Hexheimer). Um pacienbeoguee de gosto amargo durante o
tratamento (Tabela 33 e Figura 46). Portanto, ap@&néB1,57%) pacientes do grupo
tratado com N-metil glucamina ndo apresentaram tegseadversos comparado a 15

(93,75%) pacientes do grupo em estudo.
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De acordo com o resultado do teste de Mann Whipey0,0001), ha evidéncias de
gue o grupo tratado com N-metil glucamina apresengor numero de eventos
adversos do que o grupo tratado com anfotericigpdssomal. Analisando o Risco
Relativo (RR = 2,97; 1C95%[1,51-5,82]; p-valor <0]) observou-se que a
probabilidade de eventos adversos nos pacientesldsacom N-metil glucamina era
2,97 vezes maior que nos tratados com anfoterBifipossomal. Como o p-valor foi
menor que 0,05 houve diferencga significativa.

Tabela 33 - Distribuicdo dos eventos adversos nos pacientes caisimaniose
tegumentar americana durante o tratamento com anfotericina B fiossomal
(1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hosgal
Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS EVENTOS ADVERSOS
Mial- Artral- Taqui- Cefa- Lombal- Hexheimer Gosto TOTAL
gia gia cardia léia gia Amargo
Anfotericina
B lipossomal 0 0 0 0 1 0 0 1
N-metil
glucamina 8 4 1 1 0 1 1 16
TOTAL 8 4 1 1 1 1 1 17

Foram realizados exames de laboratério pré, duranpés-tratamento imediato. As
alteracdes observadas na Tabela 34, ocorrerammabdd tratamento e ndo exigiram
suspensao do mesmo, em nenhum caso, nos dois glgpegames foram repetidos 30
dias depois do tratamento nos pacientes que apaeg@nalguma alteracdo e os valores
tinham retornado ao normal. No grupo em estudwoliservado elevacédo da creatinina
em apenas 1 (6,25%) paciente. Nao ocorreu nenhurtra alteracdo laboratorial

naquele grupo.

Quanto ao grupo controle, foram observadas afiesagm exames laboratoriais de 8
(42,10%) pacientes, sendo 3 (33%) casos de elevdgg@oeatinina, 1 (11%) caso de
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aumento da uréia, outro (11%) de bilirrubinas, @\({1r1%) de transaminases. Um caso

(11%) de elevacgéao da fosfatase alcalina e outi®) ke amilase (Figura 47).

Quanto ao eletrocardiograma, nao foi observadaumahalteracdo em nenhum dos
pacientes do grupo tratado com anfotericina B 8powl, e foram observadas

extrassistoles em 1 paciente tratado com N-meitilaghina.

Tabela 34 - Distribuicdo das alteracdes dos exames laboratoriais rgecientes com
leishmaniose tegumentar americana durante o tratamento com awtkricina B

lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kgA&)ino Hospital

Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS ALTERACOES LABORATORIAIS (elevacéo das escorias

Creatinina Uréia Bilirrubinas Transaminases FAAmilase TOTAL

AnfotericinaB 1 0 0 0 0 0 1
lipossomal

N-metil 3 1 1 1 1 1 8
Glucamina

TOTAL 4 1 1 1 1 1 9

FAL = fosfatase alcalina

De acordo com o resultado do teste de Mann Whifpey 0,0091), ha evidéncias de
gue o grupo tratado com N-metil glucamina apresemsor numero de alteracbes
laboratoriais do que o grupo tratado com anfotesi® lipossomal. Analisando o Risco
Relativo (RR = 1,61; 1C95%][1,08- 2,42]; p-valor 50P21) observou-se que a
probabilidade de alteracfes laboratoriais no gtug@ado com N-metil glucamina era
1,61 vez maior do que no grupo tratado com anfatexiB lipossomal. Portanto, houve

diferenca significativa, ja que o p-valor foi memoe 0,05.
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6.4 - AVALIACAO IMUNOLOGICA

6.4.1 - Imunofluorescéncia indireta apds o tratamento

A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi realizadartbém 3 meses apos o tratamento.
Observou-se que 21 (60%) pacientes tiveram a Igdthea e 10 (28%) positiva (Figura
48). No grupo tratado com anfotericina B lipossomal (50%) pacientes tiveram
resultados positivos, sendo IFI de 1:40 em 5 (3p#gientes e 1:80 em 3 (19%)
pacientes. A IFI foi negativa em 6 (38%) pacientesxa (1:20) em 1 (6%) paciente e

nao foi realizada em outro (6%) paciente nestp@ru

Ja no grupo tratado com N-metil glucamina 15 (79&@ientes tiveram IFI negativa, 2
(11%) pacientes tiveram positiva (1:80) e 2 (11%gram titulos abaixo do limite
considerado (1:20) (Tabela 35 e Figura 49).

Tabela 35 - Distribuicdo dos resultados da imunofluorescénciadireta (IFI) dos
pacientes com leishmaniose tegumentar americana trés mesg®s o tratamento
com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glamina (20mg
ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

GRUPOS IFI 3 MESES POS-TRATAMENTO
Negativa  1:20 1:40 1:80 NR  TOTAL

Anfotericina B 6 1 5 3 1 16

lipossomal

N-metil 15 2 0 2 0 19

Glucamina

TOTAL 21 3 5 5 1 35

IFI = imunofluorescéncia indireta
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6.4.2 - Imunohistoquimica apdés o tratamento

Apo6s 30 dias do tratamento, a marcacdo fenotipicadeze dos treze pacientes, nos

guais a imunohistoquimica foi realizada, se distultia seguinte forma:

O CD25 foi negativo em 7 (58%) pacientes e posigvo 5 pacientes, dos quais 2
tinham sido tratados com anfotericina B liposson@a@m positividade de 10% em 2

pacientes, de 20% em 1 paciente e de 5% em outro.

O CD3 foi positivo em 11 (91%) pacientes e negaginnl. Sendo entre 70% e 60% em
5 pacientes, dos quais 4 tinham sido tratados cemefil glucamina. Foi 50% em 1
paciente, de 40% em 3 pacientes, 0os quais tinhdm tsatados com anfotericina B

lipossomal, e de 30% em outros 2 pacientes.

O CD15 foi negativo em 11 (91%) pacientes e pasigm 1 paciente tratado com

anfotericina B lipossomal , sendo a intensidadiendenomarcacao de 10%.

O CD20 foi positivo em 10 (83%) pacientes, senddbd@0 e 30% em 3 pacientes
respectivamente, de 20% em outros 3 pacientesl@¥eem 4 pacientes. Foi negativo

em 2 pacientes tratados com N-metil glucamina.

O CD68 foi positivo em 11 (91%) pacientes, sendo70 e 60% em 2 pacientes
respectivamente e de 40% em 3 pacientes. Todosnos pacientes tinham sido
tratados com anfotericina B lipossomal. A intendalde expressao da imunomarcacgao
do CD68 foi ainda de 30% em mais 2 pacientes, & & 1 paciente e 10% em outros

2, 0s quais tinham sido tratados com N-metil ghica.

Quanto ao CTLA-4, foi negativo em 6 pacientes, giagis 4 tinham sido tratados com
N-metil glucamina e estes eram positivos no pritnanto. A intensidade da
imunomarcacdo do CTLA-4 nos outros 6 pacientesdistribuida da seguinte forma:
de 40 e 30% em 2 pacientes respectivamente, de eé20%utros 2, de 10% em 1

paciente e menos que 5 % em outro.
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O a-leish, 30 dias apdés o tratamento, marcou parasios9 (75%) pacientes e foi

negativo em 3. Sendo que a intensidade da imunagé@ovcfoi de 3+ em 3 pacientes,
dos quais 2 tinham sido tratados com anfotericiti@dssomal, de 2+ em outros 3 e de
1+ em 3 pacientes (Tabela 36).

Tabela 36: Distribuicdo percentual dos resultados da imunohistjuimica trinta
dias apds o tratamento em doze pacientes com leishmaniose tegatar americana
tratados com anfotericina B lipossomal* (1,5mg/kg/dia ) e N-metiglucamina**
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

Pacientes Marcadores celulares (%)

CDh25 CD3 CD15 CD20 CD68 CTLA-4 qa-leish

1 N 40 N 20 40 N 1+
2 10 60 N 40 40 20 3+
3 NR NR NR NR NR NR NR
4 20 30 N 10 40 30 1+
5 N 40 10 10 60 40 3+
6 N 40 N 20 70 N 2+
7 <10 70 N 10 20 <5 N
8 N 50 N 10 30 N 2+
9 N 30 N 50 30 10 N
10 N 60 N 20 20 20 1+
11 N N N N N N N
12 5 60 N 30 10 N 3+
13 30 60 N N 10 N 2+

*Grupo da anfotericina B lipossomal: do primeirossxto paciente correspondendo aos
pacientes Nos. 8, 9, 5, 13, 14 e 3 respectivantmgé\nexos | e lll .
**Grupo do N-metil glucamina: do sétimo ao décineockiro paciente correspondendo

aos pacientes Nos. 6, 2, 13, 16, 1, 18 e 19 raspewnte dos Anexos Il e V.
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N = negativo

NR = néo realizado
6.5 - AVALIACAO DA QUALIDADE DO FARMACO
Dez amostras de N-metil glucamina foram analisgdasito a osmolaridade e ao pH. A

osmolaridade variou de 892 a 915 mOsm, com a nuai®07,9, e o pH oscilou de

6,48 a 6,6 (com uma média de 6,5). Estes valorasiffeonsiderados normais.
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Anfotericina B lipossomal N-metil glucamina
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Figura 1: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes com |kimaniose
tegumentar americana forma cutédnea, de acordo com 0 género, noS Qgrupos
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-mkglucamina
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 2: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes com I|kimaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com a faixa etaria, nosugios
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-mkglucamina
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 3: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes incluidaso estudo de
tratamento da leishmaniose tegumentar americana, de acordo coaprocedéncia,
no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 4: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmawse tegumentar
americana forma cutanea, de acordo com a procedéncia, nos grupos &dbs com
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucaman (20mg
SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 5: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes incluidaoso estudo de
tratamento da leishmaniose tegumentar americana, de acordo caamocupacao, no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 6: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes com I|kimaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com a ocupacao, NosS grupos
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-mkglucamina
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 7: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes incluidaoso estudo de
tratamento da leishmaniose tegumentar americana, de acordo comnumero de
lesBes, no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 8: Frequéncia absoluta e relativa dos pacientes com I|eimaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com o numero de des, nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e corN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 9: Frequéncia absoluta e relativa das lesdes, de acordo camocalizacéo
topogréfica, nos pacientes incluidos no estudo de tratamento daishmaniose
tegumentar americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 10: Distribuicdo percentual das lesbes dos pacientesneoleishmaniose
tegumentar americana forma cutadnea, de acordo com a localizacdo topogcH]
nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e coNrmetil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 11: Frequéncia absoluta e relativa das lesdes, de acordo ceaus diametros
em centimetros, nos pacientes incluidos no estudo de tratamto da leishmaniose
tegumentar americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 12: Distribuicdo percentual das lesbes dos pacientesneoleishmaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com seus diametrasm
centimetros, nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (ing/kg/dia) e
com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universirio de Brasilia,

2000-2004.
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Figura 13: Frequéncia absoluta e relativa das lesdes, de acordo contipo (Ulcera
ou placa), nos pacientes incluidos no estudo de tratamento deishmaniose
tegumentar americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 14: Distribuicdo percentual das lesbes dos pacientesneoleishmaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com o tipo (Ulcera quaca), nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e corN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 15: FreqUéncia absoluta e relativa das lesdes, de acordo cartempo de
evolugdo, nos pacientes incluidos no estudo de tratamento da Hemniose
tegumentar americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 16: Distribuicdo percentual das lesbes dos pacientesntoeishmaniose
tegumentar americana forma cutanea, de acordo com o tempo de evdlog nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia ) e corN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Positiva
32 (91%)

Negativa
3 (9%)

Figura 17: FreqUéncia absoluta e relativa do resultado da intradermrreacdo de
Montenegro dos pacientes incluidos no estudo de tratamento daishmaniose
tegumentar americana, no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 18: Distribuicdo percentual do resultado da intradermorreacdo de
Montenegro nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5nkg/dia ) e
com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitrio de Brasilia,
2000-2004.
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Positivo
21 (60%)

Negativo
14 (40%)

Figura 19: Frequéncia absoluta e relativa do resultado do esfregac@ dragmento
das lesdes dos pacientes incluidos no estudo de tratamenta lishmaniose
tegumentar americana, no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 20: Distribuicdo percentual do resultado do esfregaco do dgmento das
lesdes nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mgtkg) e com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.
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Figura 21: Frequéncia absoluta e relativa do resultado da culturaa@aspirado das
lesBes dos pacientes incluidos no estudo de tratamento daHelaniose tegumentar
americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 22: Distribuicdo percentual do resultado da cultura do aspado das lesbes
nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e cadimetil
glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 23: Frequiéncia absoluta e relativa do resultado da inoculagédo em hamster
dos pacientes incluidos no estudo de tratamento da leishmaniose tegutaen
americana, no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 24: Distribuicdo percentual do resultado da inoculacdo emdmster nos
grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e coiN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 25: Distribuicdo percentual do resultado da imunofluoreséncia indireta
dos pacientes incluidos no estudo de tratamento da leishmasé tegumentar
americana, no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.

60% - 53%
(%]
o
; 40%
S 25%
Q 19% 19% 16%
O 20%- 13% 13% 0 0
= 6% 6% 11% 506 - 11%
> 0%
0%
Anfotericina B lipossomal N-metil glucamina
Negativa 1:20 1:40 | 1:80 0 1:160 | 1:320 B N&o realizada

Figura 26: Distribuicdo percentual do resultado da imunofluoreséncia indireta
nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e cadimetil
glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 27: Distribuicdo percentual do resultado do exame histopatégico do
fragmento das lesBes dos pacientes incluidos no estudo de d@ma¢nto da
leishmaniose tegumentar americana, no Hospital Universitario dBrasilia, 2000-
2004.
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Figura 28: Distribuicdo percentual do resultado do exame histopatégico do
fragmento das lesbes nos grupos tratados com anfotericina B lipossal
(1,5mg/kg/dia) e com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hosal
Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 29: Frequéncia absoluta e relativa das Espécies e Subgése de
Leishmania nos grupos tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia ) e
com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitrio de Brasilia,
2000-2004.
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Figura 30: Distribuicdo dos pacientes, de acordo com o numero dexames
diagndsticos positivos de cada um deles, no estudo de tratamed#oleishmaniose
tegumentar americana no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004
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Figura 31: FreqUéncia absoluta e relativa dos pacientes com leisaniose
tegumentar americana, de acordo com a resposta clinica ao tratante, no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 32: Distribuicdo percentual da resposta clinica ao tratamento nos gpos
tratados com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia ) e com Netil glucamina
(20mg ShV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 33: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmase tegumentar
americana forma cutédnea, de acordo com o0s aspectos clinicos dasdés, ao
término do tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/diap com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.
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Figura 34: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniose tagentar
americana forma cutanea, de acordo com os aspectos clinicos da8dsstrinta dias
apos tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e cormN-metil
glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 35: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniose tagentar

americana forma cutanea, de acordo com os aspectos clinicos da$és, noventa
dias apos o tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) @®m N-

metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario deBrasilia, 2000-
2004.
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Figura 36: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniose tagentar
americana forma cuténea, de acordo com a resposta clinica e o tesge evolucao
das lesbes, no grupo tratado com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kig@)yj no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 37: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniose tagentar
americana forma cutanea, de acordo com a resposta clinica e o tesge evolucao
das lesdes, no grupo tratado com N-metil glucamina (20 mg SbV/kgli no
Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 38: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniose tagentar

americana forma cutanea, de acordo com a resposta clinica e o nimee lesdes,
no grupo tratado com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) no Hostail

Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 39: Distribuicdo percentual dos pacientes com leishmaniosegiementar

americana forma cutanea de acordo com a resposta clinica e o nimele lesdes
no grupo tratado com N-metil glucamina (20 mg sbv/kg/dia) no Hospit

Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 40: Distribuicdo percentual das lesbes, de acordo com subxalizacoes
topogréficas e resposta clinica, no grupo tratado com anfotericina Bpossomal
(1,5mg/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 41: Distribuicdo percentual das lesbes, de acordo com sukxalizacoes
topogréficas e resposta clinica, no grupo tratado com N-metil glamina (20 mg
SbV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 42: Distribuicdo percentual das lesdes, de acordo com sedidmetros em
centimetros e resposta clinica, no grupo tratado com anfoteria@nB lipossomal (1,5
mg/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 43: Distribuicdo percentual das lesdes, de acordo com sedidmetros em
centimetros e resposta clinica, no grupo tratado com N-metil ygamina (20 mg
ShV/ kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 44: Distribuicdo percentual das Espécies e Subgéneros tdeishmania e
resposta clinica no grupo tratado com anfotericina B lipossomal (1g/kg/dia),
no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 45: Distribuicdo percentual das Espécies e Subgéneros tdeishmania e
resposta clinica no grupo tratado com N-metil glucamina (20 mg $t kg/dia), no
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Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 46: Distribuicdo percentual dos eventos adversos no grupo tratado com N-
metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-

2004
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Figura 47: Distribuicdo percentual das alteracdes laboratoriais no grupo tratado
com N-metil glucamina (20mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brdka,
2000-2004
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Figura 48: Frequéncia absoluta e relativa do resultado da imunoflu@scéncia
indireta, nos pacientes com leishmaniose tegumentar americarnrés meses apos o
tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e N—metglucamina (20
mg SbV/kg/dia), no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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Figura 49: Distribuicdo percentual do resultado da imunofluoreséncia indireta,
nos pacientes com leishmaniose tegumentar americana, trésesas apos o
tratamento com anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia) e com N-gtil glucamina
(20mg ShV/kg/dia) no Hospital Universitario de Brasilia, 2000-2004.
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7 - DISCUSSAO

Este estudo teve a finalidade de comparar a respbeica e imunoldgica de pacientes
portadores de LTA forma cutanea localizada tratados duas diferentes medicacoes,
sendo assim, a eficacia e os eventos adversos uas drogas foram também
comparados. Para isso, os pacientes foram aleatmta alocados em dois grupos, a
partir de sorteio inicial (estudo randomizado).ddopo de estudo, no qual os pacientes
foram tratados com anfotericina B lipossomal (Ano&ig) e no grupo controle, no qual
0s pacientes foram tratados com N-metil glucam@iagantime).

7.1 - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Foram incluidos 35 pacientes no estudo, sendo arimailo género masculino. O
predominio de homens nos dois grupos confirma deglda literatura que apontam o
género masculino como o mais acometido na leistoean{TALHARI et al, 1995;
NAME et al, 2005). Sabe-se que a transmissao da LTA est&iadaca dois padrées
epidemioldgicos, o primeiro relacionado a derrubdelanatas e entrada do homem em
ambiente de selva, onde os reservatorios sao anisi@iestres e os hospedeiros
acidentais sdo homens adultos. E o segundo, oeprréreas previamente desmatadas,
onde ha mudancas de habito dos vetores, os qussamaa habitar areas proximas as
residéncias, ocorrendo a transmissao no peridamicil no domicilio, acometendo
principalmente mulheres e criancas.( SAMPAIO & PAUYLPO99; PASSOSt al,
2001; PORTO, 2004; NAMEt al, 2004).

A faixa etaria predominante nos dois grupos foi 2lbsos 40 anos. A LTA pode atingir
individuos de qualquer idade, sendo mais freqieoge20 aos 40 anos (VELOZD al,
2006). A idade média dos pacientes no grupo delegtuno grupo controle indica que a
populacdo deste estudo é jovem. N&o havendo dgarsignificativa entre os dois
grupos. Portanto, mostrou predominio da faixa @&tde populagcdo economicamente
ativa representando um problema econémico grawe @agais, confirmando dados da
literatura (LLANOS-CUENTAS:t al, 1984; NAMEet al, 2005; FURTADO, 2006).
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Comparando os dois grupos em relacéo a proced@bsarvamos que no grupo tratado
com anfotericina B lipossomal, a maioria dos pdeiereram do Distrito Federal.
Enquanto no grupo controle, Distrito Federal e &dtiam as unidades da Federacao
de onde vieram 42% dos pacientes, seguidos pe#y Pacantins e Bahia. Ha alguns
anos, os pacientes atendidos no HUB eram procedpriteipalmente de Goias, Bahia
e Minas Gerais (SAMPAIO & PAULA, 1999). Atualmentertecorrido um aumento
de casos provenientes do DF, o qual esté localidadtro do estado de Goias. O DF
tem, também fronteira com Minas Gerais. Os doigdestaitados tém altas incidéncias
de LTA. SAMPAIO & PAULA (1999) relataram 11 casos EA em pacientes que
residiam no DF, sendo 6 de Planaltina, os quaiginfham saido de suas areas durante
um periodo de tempo de 6 a 24 meses antes do ddaloenca. No presente estudo, no
total foram 13 pacientes do Distrito Federal , sedprocedentes de Sdo Sebastido.
VEXENAT (1991) encontrou o vetdtutzomia whitmanilargamente distribuido no
Distrito Federal, enquanto JOH#N al (2002), constataram que nos estados de GO, MG
e BA a transmissao da LTA é feita predominantempat&utzomia whitmane em seu
estudo foram capturados 13 fleb6étomos, sendo tbhdtzmmia whitmani Portanto, ha
importantes indicios sobre a endemicidade e aut@ctta LTA no DF, particularmente
em S&ao Sebastido, onde houve um surto em 2003yaagrapela formacdo de
assentamentos, condominios e chacaras proximastas m ao Rio Sdo Bartolomeu
(PORTO, 2004; NAMEet al, 2005).

Quanto a ocupacao, cerca de 37% da populacao,esstd, executava atividade rural,
enquanto 63% tinha profissdes néo ligadas ao maial. rEste fato vem sendo
observado nos pacientes tratados no ambulatérid dedo HUB. NAME et al (2004)

observaram em um estudo tipo série de casos, aldfapam incluidos 478 pacientes,
atendidos no HUB no periodo de 1994 a 2004, qu€favem apresentando mudancas
de padrao epidemiolégico, atingindo também a pwaifelas cidades, onde ha a
transmissdo peridomiciliar da doenca. Outra pdg$dloie € que os pacientes com
profissdes nao ligadas ao meio rural, tenham amrdgam o meio rural em alguma

atividade de lazer, como pescaria ou acampameetdren em contato com o vetor.

Quanto ao numero de lesdes, no grupo de estudempedominio de lesdao Unica por
paciente (62,5%), enquanto no grupo controle 42% mhrientes tinham uma lesao.

N&o houve diferenca estatistica significativa eogedois grupos. A literatura mostra

98



7 — Discussao

gue na leishmaniogegumentar americana, a lesdo pode ser Unica oar halltiplas
lesbes devido a varias picadas do vetor infectado disseminacdo hematica e/ou
linfatica das amastigotas (WEIGLE & SARAIVA, 199®ASSOSet al 2001;
RODRIGUES et al 2006). Nos pacientes com multiplas lesGes, asmaes
predominaram em uma mesma area anatbmica, sendis gquembros inferiores foram
0s mais acometidos. Outros estudos com paciergedidbs no HUB também mostram
um acometimento maior de membros inferiores (PAULB99; NOGUEIRAEet al,
2001; NAMEet al, 2005) bem como em estudos em areas endémicasAlad-Brasil
(MERCHAN-HAMANN, 1989; PASSO%t al,2001; CARVALHOet al, 2002). Sabe-
se que os flebotominios tém vboos curtos e baixasgcterizando-se por um aspecto
saltitante em um raio da acdo nao superior a 2aGfomm@ EMOSet al, 2001), desta

forma estaria explicado o fato do membro inferer@mais atingido na LTA.

Apesar de ndo ter havido diferenca estatisticafiigtiva em relacdo ao diametro das
lesbes entre os dois grupos, a maioria das legdes diametro entre 2,1 a 4 cm no
grupo de estudo e menor que 2 cm no grupo contolpie pode ter propiciado uma
taxa de cura inferior no grupo tratado com anfoiteai B lipossomal. Por outro lado, o

grupo controle tinha duas vezes mais lesdes do guepo de estudo.

O tipo de lesdo predominante foi a Ulcera, confirdoadados da literatura (PAULA,
1999; PASSOS®t al, 2001; NAMEet al, 2005).

Os dois grupos foram homogéneos em relacdo acdpedi® evolucédo das lesdes. Vinte
e seis (74%) pacientes tinham até 6 meses de @mlagnfirmando dados de outros
estudos realizados com pacientes atendidos no NIESUEIRA et al, 2001). Sabe-se
gue o tempo de evolucéo é o fator bioldgico querdeha a disseminacdo do parasito,
portanto quanto menor o tempo de evolucdo da lés& meses) maior tende ser a
eficacia da terapéutica (PASS@al, 2001).

7.2- ASPECTOS DIAGNOSTICOS
A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) foi positem 91,42% dos pacientes,

concordando com dados da literatura em que a yidsitie da IDRM varia de 82 a
100% no momento do diagndstico (WANKE al, 1991; CARVALHO et al, 2002;
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VELOZO et al, 2006). Apenas um paciente (No. 12- ANEXO lll)gtapo tratado com
anfotericina B lipossomal e dois do grupo tratadoydN-metil glucamina (Nos. 10 e
11- ANEXO 1V) tiveram a IDRM negativa. O paciente.N@ tinha a lesdo ha 3 meses,
0 No. 10 ha 1 més e o No. 11 ha 1 més e 15 diasefautodos com lesées com menos
de 4 meses de evolucao, quando a IDRM ainda podesgativa (PASSOESt al, 2001;
VELOZO et al, 2006).

Quanto ao esfregaco do fragmento das les6es, tivuzgie foi de 60%, portanto, mais
elevada do que os dados mostrados pela litera@W8A et al (1981) encontraram
38,3% @pud PAULA, 1999) e NAVIMet al (1990) encontraram 47% de positividade.
Sabe-se que o0 esfregaco apresenta maior positevigaanto mais recentes forem as
lesbes (PORTO, 2004). Nos dez pacientes do grugstddo com esfregacgo positivo, a
média do tempo de evolucdo das lesbes foi 3,5 gndsenos 11 pacientes com
esfregaco positivo do grupo controle, a média3di8 meses de evolugéo da lesdo. Ou
seja, lesdes recentes, 0 que justificaria a elepasitividade do esfregaco neste estudo.

A cultura do aspirado das lesbes e a inoculacaohamster tiveram positividade

semelhante. Em geral, a cultura tem uma sensitédidie 30 % enquanto na inoculacao
a sensibilidade € de 50% (VELOZ& al, 2006). PORTO (2004) encontrou cultura
positiva em 76% dos pacientes e positividade deuliagao de 41%. Em seu estudo, 0s
casos foram diagnosticados precocemente como meBido, sendo a sensibilidade

maior e com isto apresentando maior positividade.

A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi positiva em3% dos pacientes. Sua
sensibilidade é de 71% nas formas cutaneas e débo 1@ formas mucosas
(MENDONCA, 1988apud PORTO, 2004 e VELOZ@t al, 2006). Dos 6 pacientes
com os mais elevados titulos de IFI (1:320 e 1;1B@)nham 2 lesdes e 1 tinha apenas
1 lesdo. CARVALHOet al (2002), encontraram titulos mais altos naquelegeptes
com lesdes multiplas. Ainda em relacdo aos padeardm mais elevados titulos de IFI,
3 tinham as lesdes com tempo de evolugéo de agséswe os outros 3 com mais de 6
meses de duracdo. Geralmente, a IFI é negativasdgto més de evolucao da doenca
e quando positiva seus titulos tendem a cair oapdescer ap0s o tratamento especifico
(VEXENAT, 1993apudPORTO, 2004).
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Quanto aos achados histopatolégicos foram obsesvadgpos de padrbes basicos da
classificacdo de MAGALHAES®t al (1986). O padrdo mais freqlientemente encontrado
foi a reacdo exsudativa celular (43%), resultadmefigante ao obtido no classico
trabalho de MAGALHAES, que estudou 378 pacientes tgishmaniose tegumentar
causada por Leishmania braziliensisComo no estudo de MERCHAN-HAMANN
(1989) em que foi evidenciado o predominio degie die reacédo e no de CARVALHO
et al (2002) que encontraram 67,5% de reacéo exsudadivkar. O achado de parasitos
no histopatoldgico ndo é comum, com incidéncia & SMAGALHAES et al, 1986).
Neste estudo apenas 17,14% dos pacientes tinhanstigot@as no exame

histopatolégico.

Foram identificadas espécies e subgénero de lersamém 21 pacientes das 25
amostras criopreservadas. E destas 16 (76%) besshmania (Viannia) braziliensis.
Estudos prévios (PAULA, 1999; PORTO, 2004) demamatn que a espécie
responsavel pela maioria dos casos avaliados no KEUBLeishmania (Viannia)
braziliensis,podendo ocorrer em menor proporcdo casokeihmania (Leishmania)
amazonensise até de outras espécies, como Leishmania (Viannia) shawi
(NOGUEIRA et al, 2001; PAULAet al, 2003; NAME et al 2005). A leishmaniose
tegumentar no Novo Mundo é devida principalmenteegisécies do complexb.
braziliensis Essas espécies constituem o subgéndemnia e, delas cinco sao
encontradas causando a LTA no Braksilbraziliensis L. guyanensisL. lainsonj L.
shawie L. naiff, sendo d._.braziliensisa principal responséavel pela LTA no Brasil e na
América (CARVALHOet al, 2002). Neste estudo(L) amazonensifoi identificada
em amostras de 3 pacientet..€V) shawina amostra de 1 pacient&lém disto, os
estados de procedéncia da maioria dos pacientegadses também tém maior

prevaléncia dé& (V) braziliensis

Na imunohistoquimica realizada antes do tratamestiservou-se que o CD25 era
negativo na maioria dos pacientes, como este aptiamarca tanto células T ativadas
como macréfagos ativados, esta negatividade demaomgie na lesdo antes do
tratamento estas células ndo estavam ativadasmPoréCD68, que também marca
macréfagos, foi de moderado a fortemente positio maioria dos pacientes,

demostrando elevado nimero de macréfagos nas ldsdtestanto, aparentemente estes

macrofagos ndo estavam ativados, ja que o CD2&efgativo. VIEIRAet al (2002)
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também observaram um grande numero de macréfag68+Cio infiltrado das lesdes
de leishmaniose cutanea localizada (LCL). O CD6&mbém capaz de marcar
neutréfilos e células de Langerhans (BISHOP, 2@@td: FURTADO, 2006).
Geralmente células de Langerhans estdo presentetegado nimero nas lesdes de
LCL (PIRMEZ, 1992), sendo potentes estimuladorescélelas T especificas para
LeishmanigPIRMEZ et al, 1990; TAPIAet al, 1994).

Observou-se que o CD3, que é marcador de linfdcitoi de moderado a fortemente
positivo na maioria dos pacientes. Isto, demongti@ havia um nimero elevado de
células T nas lesbGes de LTA, porém a maioria desthdas ndo estavam ativadas, ja
que o CD25 era negativo. Sendo este resultado bmoado pela intensidade da
imunomarcacdo do CTLA-4 que foi positiva mas coatd intensidade ou negativa,
demonstrando que havia reduzido numero de linfécito ativados com fungéo
regulatoria. O CTLA-4 ndo € encontrado nas célllasm repouso (ABBASet al,
2000).

Sabe-se que os linfécitos T sdo as células mamnéacias no infiltrado das lesGes de
leishmaniose cutanea localizada (VIEIRA al, 2002). MARTINEZ-ARENDS et al
(1991) demonstraram que pacientes com LCL témreslsimilares de células T
auxiliares e células T citotoxicas e que estada®lndo tém distribuicdo caracteristica
no granuloma da LCL. A presenca de células T “visjaeste tipo de lesdo sugere que
0 granuloma possa ser o sitio de educacdo dassdluimesmo que um recrutamento

de linfécitos ndo possa ser excluido.

O CD20 foi positivo de forma fraca na maioria degipntes, demonstrando presenca
de poucos linfocitos B nas lesdes. Somente empiaientes do grupo controle havia
namero moderado destas células. VIEI&Aal (2002) encontraram um numero elevado
de células B CD20+ no infiltrado das les6es de LOLpapel das células B na
leishmaniose ainda ndo esté esclarecido. Além aldupéo de anticorpos, estas células
tém sido implicadas na indugéo da resposta déasélthl CD4+ anti-leishmania, na
apresentacao do antigeno e na expressao de meléoubstimuladoras (VIEIRAt al,
2002).
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O CD15, o qual identifica neutréfilos e células digticas, foi negativo na maioria dos

pacientes, demonstrando um infiltrado com poucoseou neutréfilos nas lesdes.

Ja oa-leish foi positivo de forma moderada na maioria gacientes, demonstrando a
presenca de parasitos nas lesdes. Sabe-se quelLha pBesenca do parasito € maior
guanto menor o tempo de evolucdo da lesdo. Conte estsido a maioria dos pacientes
tinha até 6 meses de evolucdo da doenca, era depsear esta presenca maior de

parasitos como demonstrado pekeish.

7.3- RESPOSTA TERAPEUTICA

7.3.1- Resposta clinica

A primeira analise a ser feita em relacdo a réapas tratamento € se houve ou nao
cura espontanea entre os pacientes do estud@ratlita mostra que as lesbes de LTA
podem cicatrizar de forma espontanea e que est&g¥0 ocorre geralmente entre 6
meses a um ano de evolucdo da lesdo (MARSBEN 1984 e 1991; COSTAt al,
1990). OLIVEIRA-NETOet al (1996) relataram que embora a cicatrizagdo espeatan
de lesdes de LTA forma cutanea ocorra, pode leganéses a muitos anos e que no
Brasil, a cura espontanea ja tinha sido bem dootada por MARSDENt al (1984) e
COSTA et al (1990). Neste estudo 26 (74%) pacientes api@samt lesbes com
tempo de evolucdo de até 6 meses e destes 19 (F@8égntes curaram com 0O
tratamento. Além disto, entre os 9 pacientes corns @ 6 meses de evolugcdo, nos
guais a chance de cura espontanea seria maidk, 1241 ndo curou, 4 (44,4%) curaram
em até 30 dias e 4 (44,4%) curaram entre 31 e & apos o tratamento. Portanto, é
dificil ter ocorrido cura esponténea neste estudo.

Observou- se uma taxa de cura igual a taxa de fallgupo tratado com anfotericina B
lipossomal, a qual foi de 50%, enquanto no gruparote a taxa de cura foi 100%.
Portanto, a probabilidade de curar com o N-meticginina nesse esquema de
tratamento (20mg SbV/kg/dia por 20 dias) foi duazes maior do que com a
anfotericina B lipossomal (1,5mg/kg/dia por 5 di&3be-se que a taxa de cura ha LTA
forma cutédnea localizada com o antimonial pentawalevaria de 70 a 100%
(NOGUEIRA et al, 2001; AZEREDO-COUTINHO & MENDONCA, 2002; NAMEEt
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al, 2005). No caso da anfotericina B lipossomal, 2260, quando teve inicio este
estudo, ndo havia uma dose preconizada para seuemsdTA forma cutanea
localizada, porém a medicacédo ja vinha sendo bendasa na leishmaniose visceral
com taxa de cura elevada com doses variando démg&g/day (DAVIDSONet al,
1994; TORRE-CISNEROS®t al, 1994; GRADONIet al, 1995; DI MARTINO et al,
1997). SUNDAREet al (1998), obtiveram taxas de cura de 89%, 93% e &8ogrupos
tratados com 0,75mg/kg/dia, 1,5mg/kg/dia e 3,0mdikgpor 5 dias de anfotericina B
lipossomal, respectivamente. Demonstrando portante,quanto maior a dose diaria,

num mesmo periodo de tempo, maior a taxa de cura.

Deve-se ressaltar que apesar da taxa de cura po deuestudo ter sido mais baixa do
que o esperado, provavelmente devido a baixa dosénal de 1 ano de seguimento,
nenhum dos 8 pacientes que curaram apresentaragivaedas lesdes, mostrando a

eficacia da anfotericina B lipossomal, naquelesiguaies curados.

No grupo tratado com anfotericina B lipossomal,epbando o aspecto clinico das
lesbes apds noventa dias do tratamento, cincorgasiéinham lesdes em cicatrizacéo e
oito pacientes tinham suas lesdes completameragérizeedas. Ou seja, treze pacientes
dos dezesseis apresentavam sinais de cicatrizgdia®apos o tratamento. Portanto, a
anfotericina B lipossomal induziu uma resposta 6h% dos pacientes mas curou

completamente somente 50% deles.

Uma taxa de cura tdo elevada (100%) no grupodiwatam N-metil glucamina pode
refletir a juncdo de varios fatores como: tratarége populacdo jovem, sem
comorbidades, que procurou 0 servico precocemeates@ncia de tratamentos prévios
para LTA.

Ao comparar o tempo de evolucao das lesdes e astaspo tratamento, observa-se que
um pouco menos da metade (46%) dos pacientesriantilesbes com até 6 meses de
duracdo curaram com a anfotericina B lipossomal. gdapo tratado com N-metil
glucamina, 69% dos pacientes com o tempo de ewwlded lesdes de até 6 meses
cicatrizaram com até 30 dias. Portanto, 73% daseptes do estudo, com tempo de
evolucdo de até 6 meses, curaram. A boa eficacapéetica com o antimonial

pentavalente pode estar relacionada ao pouco témgoolucdo das lesdes na maioria
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dos pacientes, o que tem sido comprovado por oestsglos (PASSOSt al 2001;
CARVALHO et al, 2002; NAMEet al, 2005). Além disto, o tempo entre o inicio das
lesbes e o inicio da terapéutica parece intemfieriprognostico da doenca (NAMIE al,
2005).

Quanto ao numero de lesdes e a resposta terapéatiba no grupo de estudo quanto
no grupo controle, observou-se uma melhor resp@stae 0s pacientes que
apresentavam apenas uma lesdo. No grupo tratadardaericina B lipossomal, 60%
dos pacientes com 1 leséo curaram. No grupo tratadoN-metil glucamina, 87,5%
dos pacientes com 1 lesédo curaram em até 30 aiggn8o LLANOS-CUENTAS:t al
(1984), quanto maior o numero de lesbes cutaneais,improvavel é a cura do doente.
RODRIGUESet al (2006), mostraram que o numero de les6es supefoé aim dos
fatores associados ao insucesso do tratamentordéerge estudo, foi observado que
pacientes com 3 ou mais lesbes tenderam a cicasiizes lesbes mais tardiamente do
gue aqueles com até 2 lesdes (ANEXO l1).

Observando a localizagao das lesbes e a respostatamento, constatamos 54% de
cura clinica das lesdes dos membros inferiores mpog de estudo, com maior
porcentagem de cura neste grupo de lesdes no segoefalico. JA no grupo tratado
com N-metil glucamina a cura ocorreu mais precocgen@as lesdes dos membros
superiores. Estudos mostram que a localizacdo e&%ed € um dos fatores que
influencia na resposta terapéutica (MERCHAN-HAMANN)89; DAVIES et al
1997). Acredita-se que as lesbes em membros indsrteriam uma resposta mais lenta,
devido a uma irrigacdo sanguinea precaria em elacdutras partes do corpo, pela
pressao hidrostatica maior do sangue na posicastatica e maior exposi¢cdo ao trauma
neste local. Com isto, a resposta imune local iastarejudicada (MERCHAN-
HAMANN, 1989).

Em relacdo ao diametro das lesGes e a respospEutia, observou-se uma melhor
resposta com as lesbes menores em relagdo as snaioregrupo tratado com
anfotericina B lipossomal. J& no grupo tratado démmetil glucamina observou-se
uma resposta mais rdpida nas lesbes com os mailiiesetros. Na literatura, o
didmetro das les6es tem sido um dos fatores djuemtia na cura, como no estudo de
MERCHAN-HAMANN (1989), em que a falta de cicatrizac@&ompleta estava
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associada a lesdes grandes. J4 no estudo de ROERI&UAI (2006), sobre fatores
associados ao insucesso do tratamento da leishseaciténea com o antimonial, néo
se observou relacéo do diametro das lesdes coltaaéacicatrizacdo, como observado

no grupo controle do presente estudo.

Quanto a espécie e subgénero da leishmania epastasao tratamento, no grupo
tratado com anfotericina B lipossomal, observougse 66% dos pacientes com
Leishmania (Leishmania) amazonensisaram em relacdo a 33% dos pacientes com
Leishmania (Viannia) braziliensido grupo tratado com N-metil glucamina um pouco
mais da metade dos pacientes dagishmania (Viannia) braziliensisuraram em até
30 dias. Tem sido mostrado na literatura uma réapteyapéutica inferior e um
percentual maior de recidiva na LTA causada lgM)b (SAMPAIO & MARSDEN,
1997; SAMPAIO & PAULA, 1999). Estudos clinicos no aBil confirmaram a
diferenca de susceptibilidade entre as diversaécesspe cepas e consequentemente de
sensibilidade ao antimonial pentavalente entrecispdliferentes (SALDANH/Aet al,
1999 e 2000; ROMER®t al,2001; AZEREDO-COUTINHO & MENDONCGCA, 2002).
AZEREDO-COUTINHO & MENDONCA (2002), comparando um gasma
intermitente com um regime continuo de antimomabstraram que a leishmaniose
cutdnea causada pela braziliensis no Estado do Rio de Janeiro responde

relativamente bem ao N-metil glucamina, mesmo eseslibaixas.

7.3.2 - Eventos adversos, alteracfes laboratoriais e eletrocardiogréaficas

Foram observados eventos adversos em 68% dosescdo grupo tratado com N-
metil glucamina, sendo os mais frequentes mialgetealgia. Apenas um paciente
tratado com anfotericina B lipossomal apresentolepisddio de dor lombar. Quanto as
alteracdes eletrocardiograficas e laboratoriai®etnadas, como aumento da creatinina,
uréia, bilirrubinas, transaminases, fosfatase ialga amilase com o N-metil glucamina
sdo compativeis com a literatura. Varios estudostram que os antimoniais podem
suscitar muitos efeitos colaterais, como artralgiaialgia, cefaléias, distarbios
gastrointestinais, alteracfes eletrocardiografiea®is, hepaticas, pancreaticas, erupcao
cutanea, disturbios da crase sanguinea, herpes-zogte outros (NOGUEIRAL al,
2001; NAME et al, 2005). DEPSet al (2000), em uma avaliacdo comparativa da

eficacia e toxicidade do antimoniato de N-metilegimmina e do estibogluconato de
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sédio na LTA localizada, encontraram como prinapefeitos colaterais anorexia,
cefaléia, artralgia, febre e adinamia, e como affées cardiacas, os disturbios de

repolarizacao ventricular com alongamento do QTc.

Quanto a anfotericina B lipossomal, diversos esuidmam realizados comparando esta
medicagdo com a anfotericina B convencional e obsese que a incidéncia de efeitos
colaterais com a anfotericina B lipossomal eraiB@@antemente menor do que com a
anfotericina B convencional (MEUNIER al, 1991; PRENTICEet al, 1997; WALSH

et al, 1999). FREIREet al (1997), em um estudo sobre a eficacia e tolerainiédda
anfotericina B lipossomal (AmBisome) no tratamewk® leishmaniose visceral no
Brasil, observaram como efeitos colaterais: febcalafrios, arritmia cardiaca,
miocardite e alteragcbes de enzimas hepéticas andz a dose 2mg/kg/dia
administradas num intervalo de 5 a 10 dias. E cobrech que a anfotericina B
lipossomal é eficaz e bem tolerada no tratamentteidamaniose visceral, porém os
pacientes deveriam ser monitorados quanto ao rkxaarritmias, efeitos cardio-

pulmonares ou hepatotoxicidade.

7.4 - RESPOSTA IMUNOLOGICA

7.4.1 - Imunofluorescéncia Indireta

Comparando a imunofluorescéncia no periodo préneses apds tratamento, observou-
se uma gueda nos titulos ou negativacdo nos doogyr Os pacientes que tinham
titulos negativos permaneceram negativos apos tamtemto. Teoricamente, a
erradicacdo do parasita apds tratamento bem sucqubide eliminar o estimulo
antigénico para a producéo de anticorpos e constggiiente levaria a um declinio nos
titulos da IFI (AMATOet al, 1998).0 paciente No 8 (ANEXO lll e |) tratado com
anfotericina B lipossomal apresentou um leve aumedattitulo apés o tratamento, mas
curou com até 90 dias. O paciente No. 10 (ANEXOelVI) tratado com N-metil
glucamina também mostrou elevacéo da IFI apdstantiento, mas curou com 30 dias.
Estudiosos tém descrito uma boa correlacdo enteedas lesdes e conversdo negativa
dos titulos de anticorpos detectaveis na IFl. Casebnestes resultados, tem sido

sugerido que a conversdo negativa da IFI deverianskiida como um dos critérios
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para cura (WALTON, 1980; SOUZét al, 1982; SCHUBACHE:t al, 1998). Acredita-se

gue a persisténcia de positividade apoés o tratanpaderia ser atribuida a persisténcia
do parasito e desta forma estes pacientes estanbnmisco de desenvolver a forma
mucosa ou recidivar a forma cutanea (SOUxtAal, 1982). Porém, ja foram relatadas

IFl positivas em pacientes curados e sem recaa€NMARSDEN, 1986).

7.4.2 - Imunohistoquimica

Comparando a imunohistoquimica antes do tratamentionta dias apés o mesmo,
observou-se que o CD25 tornou-se positivo em uam& jplos pacientes, mas em titulos
baixos. Aparentemente ndo houve diferenca de imarmagao entre os dois grupos.
Portanto, demonstrando células T e macrofagos datsvaom o tratamento. DIAS-
COELHO (2003) em um estudo com o objetivo de awvalianfluéncia do tratamento
com N-metil glucaminan vitro em fagocitos humanos, observou que esta medicacao
foi capaz de aumentar a capacidade fagocitariep@upédo de radicais de oxigénio e de
FNT-a.

A intensidade da imunomarcacdao de CD3 manteve-séiap com variacdo que
aparentemente néo foi significativa, demonstrangoeaenca de linfocitos T nas lesdes
dos pacientes de ambos os grupos. O CTLA-4 tendeegativar, principalmente no
grupo que foi tratado com N-metil glucamina, ounpeneceu fraco positivo. Sabe-se
gue esta molécula de superficie da célula T ativedasmite sinais que inibem a
ativacao de células T, ou seja tem funcéo regudaifeedbacknegativo) (ABBAS,
2000). Portanto, a medicacdo provavelmente estimalroliferacdo de células T

ativadas, mas nao o suficiente para haver a eX§oressCTLA-4.

O CD68 foi positivo na maioria dos pacientes mahdemaior intensidade no grupo
tratado com anfotericina B lipossomal em relag@adanetil glucamina. Evidenciando

macrofagos e células de Langerhans nas lesde® aaiamento.
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O CD20 permaneceu fraco positivo, indicando preseate linfécitos B em pequeno

ndamero na maioria dos pacientes apos o tratamestdais grupos.

O CD15 também ndo alterou imunomarcacdo com o tratamento, permanecendo

negativo na maioria dos pacientes dos dois grupos.

J& oa-leish mostrou diminuigéo da intensidade da ma@atgi@s permaneceu positivo
na maioria dos pacientes, demonstrando parasiteslesbes apos o tratamento,
negativando em trés pacientes que tinham sidodtatazom N-metil glucamina..
AMATO et al (1998), em uma avaliacdo imunohistoquimica de zpupacientes com
LMC, antes e depois do tratamento, observaram qatigeno dd_eishmaniapodia
persistir no tecido mesmo apoés a cicatrizacaoatd®es. Concluindo que a presenca de
formas amastigotas ou do antigeno leishmardapds o tratamento pode refletir
reinfeccdo ou persisténcia do agente, mesmo apdsaalas lesfes. Este fenbmeno de
persisténcia dos parasitos € um fato comprovadoLT@ forma cutdnea e na
leishmaniose visceral (SARAIVALt al, 1990).
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8 - CONCLUSOES

No grupo tratado com a anfotericina B lipossomaéxa de cura foi mais baixa do que
o esperado, porém no periodo de acompanhamentmd@o, nenhum dos pacientes
gue se curou com esta medicacao apresentou reaigdosrando que a mesma pode ser
eficaz, mas foi usada em dose muito baixa, por astalha ocorreu em 50% dos

pacientes. Um estudo com o dobro da dose ja eutéd sealizado no HUB.

A anfotericina B lipossomal induziu uma respostmich em cerca de 81% dos
pacientes em até 90 dias. Além disto, mostrousegura pela baixa incidéncia de

efeitos colaterais e alteracdes laboratoriais npa@tratado.

Quanto a resposta ao N-metil glucamina, observourse taxa de cura de 100% e
auséncia de recidiva em 1 ano de seguimento, pebmante pelos critérios de inclusédo
e excluséo rigorosos do estudo, ou seja, os pasia@ecionados ndo podiam ter co-
morbidades e eram virgens de tratamento para LTKmAdisto, a maioria dos

pacientes procuraram atendimento precocementetéennaeses de duracéo da doenca.

Houve uma tendéncia a titulos baixos ou negativagaanunofluorescéncia indireta
nos dois grupos apos o tratamento, mostrando qumeatcacfes induziram uma
diminuicdo da carga parasitaria no paciente temshoocconsequéncia uma menor ou

auséncia de producéo de anticorpos.

Por meio da imunohistoquimica, realizada pela pramez comparando pacientes com
LCL tratados com anfotericina B lipossomal e N-ingiticamina, evidenciou-se com o
tratamento, aumento de células T e macréfagos datsyanimero inalterado de
linfécitos B na maioria dos pacientes e diminuicls parasitos nas lesées, havendo
negativacdo com o N-metil-glucamina em alguns ¢a®as ndo com a anfotericina B
lipossomal. Sugerindo que ambas as medicacdes fmapares de induzir uma resposta
imune celular para que ocorresse a eliminacdo daspa mas aparentemente o N-

metil glucamina foi mais eficaz do que a anfoteacB lipossomal.
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Entretanto, mais estudos, com melhor casuistieanséessarios para uma conclusédo
definitiva sobre a resposta clinica e imunoldgicaluzida pela anfotericina B
lipossomal em pacientes portadores de LTA formana4 localizada.
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ANEXO | - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM ANFOTERICINA B

LIPOSSOMAL (1,5mg/kg/dia por 5 dias) NO HOSPITAL UN

IVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes Sexo Idade Procedéncia Ocupacéao Namero / Diametro (cm) / Tipo Tempo de Periodo para cura
Local das lesbes evolucéo clinica
das lesbes ( meses) ( dias)

1 M 29 GO Agricultor 02 Ml 3,2/ ulcera 07 90
4,0/ dlcera

2 M 35 DF Pedreiro 02 Mi 3,5/ Ulcera 24 60
3,0/ placa

3 M 45 TO Auxiliar de 02 MI 5,0 / JUlceras 03 Falha

contabilidade

4 M 28 DF Agricultor 01 Mi 2,0x 1,5/ Ulcera 05 31a60

5 M 22 PA Funileiro 01 face 5,0 x 3,0 / placa 04 15

6 M 21 PA Desempregado 01 MS 3,5x 2,5/ tlcera 07 Falha

7 M 56 Venezuela Tradutor 02 MS 2,0/ dlcera 02 Falha
1,0/ dlcera

8 M 19 DF Estudante 01 regiao 5,0 x 3,0 /Ulcera 06 90

cervical
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ANEXO | - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM ANFOTERICINA B

LIPOSSOMAL (1,5mg/kg/dia por 5 dias) NO HOSPITAL UN
(CONTINUACAOQ)

IVERESITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes Sexo Idade Procedéncia Ocupacéao Namero / Diametro (cm) / Tipo Tempo de Periodo para cura
Local das lesbes evolucéo clinica
das lesbes ( meses) ( dias)

9 M 27 DF Motoboy 01 Ml 2,5/ tlcera 04 90
10 M 16 DF Estudante 02 Ml 4,0/ dlcera 04 Falha
2,0/ tlcera

11 F 14 DF Estudante 01 mi 4,0/ dlcera 04 Falha
12 M 22 DF Agricultor 01 mi 5,0/ tlcera 03 Falha

13 M 16 MG Estudante 01 mI 1,0/ dlcera 06 30
14 M 22 DF Agricultor 01 MS 2,0 /llcera 02 30
15 M 58 GO Agricultor 01 tronco 2,5 /llcera 01 Falha

01 MS 4,5 [llcera
16 M 35 DF Confeiteiro 01 MS 3,0/ tlcera 01 Falha

M= masculino
F= feminino

GO= Goias DF= Distrito FederO= Tocantins

MI= membro inferior
MS= membro superior

PA= Pard& MG= Minas Gerais
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ANEXO Il - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM N-METIL GLUCAMINA
(20 mg SbV/kg/dia por 20 dias) NO HOSPITAL UNIVERSI TARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes Sexo Idade Procedéncia Ocupacao Numero/ lodals Diametro (cm)/ Tempo de Periodo para cura
lesbes Tipo das lesbes  evolugcéo (meses) clinica (dias)
1 F 31 BA Recepcionista 01 tronco 1,0/ placa 12 TT
2 M 36 GO Vigilante 05 Ml 2,0/ 2 Ulceras 1 més e 20 dias 40
5,0 x 3,0/ Ulcera
0,5/ 2 Ulceras
3 F 19 PA Do lar 03 face 2,0x1,0/placa 24 60
1,5x 1,0/ placa
1,5x 1,0/ placa
4 M 38 BA Pintor 01 reg. cervical 4,0 x 1,0 ¢eérla 05 TT
5 M 19 PA Agricultor 01 Ml 8,0x5,0/dlcera 12 30
6 M 50 TO Agricultor 01 tronco 3,0/ Ulcera 12 20
04 MS 4,0/ placa
0,5/ 3 Ulceras
7 M 31 DF Agricultor 01 reg. cervical 1,0/ Ulcera 03 30
01 tronco 2,0/ tlcera
8 M 61 PA Cameld 04 Ml 5,0/ 2 Ulceras 05 90
02 MS 3,0/ 2 Ulceras

2,0/ 2 Ulceras
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ANEXO Il - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM N-METIL
GLUCAMINA (20 mg SbhV/kg/dia por 20 dias) NO HOSPITA L UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

(CONTINUACAQ)

Pacientes Sexo Idade Procedéncia Ocupacéo NUmero/ lodals Diametro (cm)/ Tempo de Periodo para cura
lesBes Tipo das lesbes  evolugcéo (meses) clinica (dias)
9 M 41 TO Agricultor 02 tronco 0,5/ 2 Ulceras 06 20
01 face 2,5x 1,0/ placa
10 M 54 GO Militar 02 MS 50x4,0/ 01 30
2 Ulceras
11 M 18 DF Estudante 01 MS 1,5/ Gicera 02 30
12 M 26 DF Agricultor 01 Ml 3,0 x 2,0/ Ulcera 1me 15 dias 90
13 M 25 BA Agricultor 01 Ml 5,0 x 4,0/ Ulcera 03 30
14 M 43 TO Pintor 01 face 4,0/ Ulcera 25 dias TT
01 Ml 8,0/ tlcera
15 M 15 MA Estudante 01 orelha 3,0/ Ulcera 02 TT
16 M 19 DF Servente 01 Ml 3,0/ tlcera 07 30
17 M 33 GO Motorista 02 MS 50x3,0/dlcera 12 30
2,5x 1,5/ llcera
18 M 33 MG Agricultor 04 MS 2,5/ tlcera 03 30
1,5x 1,0/ 2 Ulceras
1,0/ dlcera
19 F 27 GO Agricultor 02 Ml 5,0x 3,0/ Ulcera 06 30

3,0/ Ulcera

F=feminino M= masculino TTérmino do tratamento BA= Bahia TO= TocantiiVdA= Maranhao
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ANEXO Il - RESULTADOS DOS EXAMES DIAGNOSTICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM ANFOTERICINA B

LIPOSSOMAL ( 1,5mg/kg/dia por 5 dias) NO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes IDRM (mm) IFlpré-T IFI3 meses Esfregaco Cultura Inoculagéo Exame Espécie /
pos-T histopatolégico ~ Subgénero

1 18 x 18 1:160 1:80 Negativo Positiva Negativa SD ioNRer
2 25x 22 SD SD Negativo Positiva Positiva REC/ SP n¥ia
3 Positivo 1:160 1:80 Positivo Positiva Positiva REBE/ L(V)b
4 14 x 13 1:20 Negativa Positivo Positiva Negativa SD L(V)b
5 Positivo Negativa Negativa Positivo Negativa Negat SD NcrioP
6 Positivo Negativa Negativa Positivo Positiva Negat REC/ CP CrioPNI
7 13x13 1:80 1:40 Positivo Positiva Positiva RE®/ C L(L)a
8 30 x 25 1:20 1:40 Positivo Negativa Positiva SD (V)
9 20 x 20 1:40 Negativa Negativo Negativa Positiva CREP L(V)b
10 14 x 14 1:40 1:40 Negativo Negativa Positiva REB/ S L(V)b
11 15x 12 1:40 1:40 Positivo Positiva Positiva REB/ S L(V)b
12 Negativo 1:40 1:40 Negativo Positiva Positiva REE/ CrioPNI
13 17 x 15 Negativa Negativa Negativo Positiva Pessiti REG/ CP L(L)a
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ANEXO Il - RESULTADOS DOS EXAMES DIAGNOSTICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM ANFOTERICINA B
LIPOSSOMAL ( 1,5mg/kg/dia por 5 dias) NO HOSPITAL UNIVERSITARIO  DE BRASILIA, 2000-2004
(CONTINUACAO)

Pacientes IDRM (mm) IFlpré-T IFI 3 meses Esfregaco Cultura Inoculacéo Exame Espécie /
poés-T histopatologico ~ Subgénero
14 25 x 25 SD 1:20 Positivo Positiva Positiva REG/ CP La
15 7x5 1:320 1:80 Positivo Positiva Negativa REG/ SP NcrioP
16 Positivo SD Negativa Positivo Positiva Positiva RE@ L(V)b

IFI pré- T= Imunofluorescéncia ind&r@ntes do tratamento
IFI 3 meses pos-T = Imunofluorescéricdireta 3 meses apods tratamento
SD= sem descri¢ao

REC= reacédo exsudativa celular

REG= reacdo exsudativa granulomatosa

RENG= reagéo exsudativa necréticanglomatosa

SP= sem parasito

CP= com parasito

L(V)b=Leishmania Viannia braziliensis
L(L)a= Leishmania Leishmania amazonensis

NcrioP = néo foi criopreservada

CrioP(NI)= criopreservada; mas nanidicada
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ANEXO IV - RESULTADOS DOS EXAMES DIAGNOSTICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM N-METIL
GLUCAMINA (20 mg SbV/kg/dia por 20 dias) NO HOSPITA L UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes  IDRM IFl pré-T IFI 3 meses Esfregaco Cultura Inoculacdo  Exame Espécie /
(mm) pés-T histopatolégico Subgénero

1 10x 10 Negativa Negativa Negativo Negativa Negati REG/ SP NcrioP
2 10x 10 Negativa Negativa Positivo Positiva Paaiti RENG/ SP L(V)b
3 17 x13 Negativa Negativa Negativo Negativa Negati RENG/ SP NcrioP
4 20 x 15 Negativa Negativa Negativo Negativa Negati REG/ SP L(V)b
5 15x15 Negativa Negativa Positivo Positiva Paaiti REG/ SP CrioP(NI)
6 06 x 04 Negativa Negativa Negativo Negativa Negati REC/SP NcrioP
7 10x 10 1:320 Negativa Positivo Positiva Positiva EGRSP CrioP(NI)
8 10 x 06 1:80 1:20 Positivo Positiva Positiva REE/ S L(V)b
9 16 x 15 Negativa Negativa Negativo Positiva Passiti REG/ SP L(V)b

10 Negativo 1:20 1:80 Positivo Positiva Positiva REB/ S L(V)b

11 Negativo 1:40 1:20 Positivo Positiva Positiva REB/ S L(V)b

12 10 x 07 Negativa Negativa Positivo Positiva Poaitiv REC/ SP L(V)b

13 20 x 15 Negativa Negativa Positivo Positiva Poaitiv REG/SP NcrioP




ANEXO IV - RESULTADOS DOS EXAMES DIAGNOSTICOS DOS PACIENTES TRATADOS COM N-METIL
GLUCAMINA (20 mg ShV/kg/dia por 20 dias) NO HOSPITA L UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004
(CONTINUACAO)

14

15

16

17

18

19

30x25

09 x 07

25x 23

05x 05

20 x 20

20x 18

1:20

1:80

Negativa
1:320
1:80

1:160

Negativa

Negativa

Negativa
1:80
Negativa

Negativa

Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Positivo

Negativo

Positiva

Positiva

Negativa
SD
Positiva

Contaminada

Positiva

Positiva

Negativ
SD
Positiva

Negativ

REE

REE

REC/ SP

REC/ SP

REE

REG/ SP

L(V)b

L(V)b

NcrioP
NcrioP
L(V)b

NcrioP

IFI pré- T= Imunofluorescéncia indaetntes do tratamento

IF1 3 meses pos-T = Imunofluorescéimiireta 3 meses apos tratamento

SD= sem descricao
REC= reacédo exsudativa celular

REG = reagao exsudativa granulomatosa
RENG= reacao exsudativa necroticongi@natosa

SP= sem parasito
CP= com parasito

L(V)b=Leishmania (Viannia) braziliensis

L(L)a= Leishmania Leishmania amazonensis
NcrioP = ndo foi criopreservada
CrioP(NI)= criopreservada; mas naamfidieada
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ANEXO V - EVENTOS ADVERSOS E ALTERACOES DOS EXAMES LABORATORIAIS E ELETROCARDIOGRAFICOS NOS
PACIENTES DOS DOIS GRUPOS ( PACIENTES 1 A 16 TRATA DOS COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL NA DOSE DE
1,5 mg/kg/dia por 5 dias E PACIENTES 17 A 35 TRATA DOS COM N-METIL GLUCAMINA NA DOSE DE 20 mg SbV/ kg/ dia
por 20 dias) NO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

Pacientes Mialgia Artralgia Cefaléia Taqui- Dor Hexheimer Gosto Creat. Uréia Bil. Tran- FAL Amil. ECG

cardia lombar amargo sam.
1 A A A A SIM A A N N N N N N N
2 A A A A A A A N N N N N ND N
3 A A A A A A A N N N N N N N
4 A A A A A A A N N N N N N N
5 A A A A A A A N N N N N N N
6 A A A A A A A N N N N N N N
7 A A A A A A A N N N N N N N
8 A A A A A A A N N N N N N N
9 A A A A A A A N N N N N ND N
10 A A A A A A A N N N N N N N
11 A A A A A A A N N N N N N N
12 A A A A A A A N N N N N N N
13 A A A A A A A N N N N N N N
14 A A A A A A A SIM N N N N N N
15 A A A A A A A N N N N N N N
16 A A A A A A A N N N N N N N
17 SIM A SIM A A A A N N N N N N N
18 A A A A A A A SIM N N N N N N
19 A SIM A A A A A N N N N N N N
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ANEXO V - EVENTOS ADVERSOS E ALTERACOES DOS EXAMES LABORATORIAIS E ELETROCARDIOGRAFICOS NOS
PACIENTES DOS DOIS GRUPOS ( PACIENTES 1 A 16 TRATA DOS COM ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL NA DOSE DE
1,5 mg/kg/dia por 5 dias E PACIENTES 17 A 35 TRATA DOS COM N-METIL GLUCAMINA NA DOSE DE 20 mg ShV/ kg/ dia
por 20 dias) NO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA, 2000-2004

(CONTINUACAO)

Pacientes Mialgia Artralgia Cefaléia Taqui- Dor Hexheimer Gosto Creat. Uréia Bil. Tran- FAL Amil. ECG

cardia lombar amargo sam.

20 A A A A A A A N N N SIM N N N
21 SIM A A A A A A N N N N N N N
22 SIM A A A A A A N N N N N N N
23 A A A A A A SIM N SIM  SIM N N N N
24 SIM SIM A SIM A A A N N N N N N SIM
25 A A A A A SIM A SIM N N N N N N
26 SIM A A A A A A SIM N N N N N N
27 SIM A A A A A A N N N N N N N
28 A A A A A A A N N N N ND N N
29 A SIM A A A A A N N N N N N N
30 SIM A A A A A A N N N N N ND N
31 A A A A A A A N N N N SIM N N
32 A A A A A A A N N N N N N N
33 A SIM A A A A A N N N N N SIM N
34 A A A A A A A N N N N N N N
35 SIM A A A A A A N N N N N N N

A= ausente Bil. = bilirrubinas ECQletrocardiograma

N= normal Amil. = amilase

ND= néo descrito Transam. = tramsases

Creat. = creatinina FAL = fosfatadcalina
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ANEXO VI - FOTOGRAFIAS DAS LESOES DOS PACIENTES

(b)

Figura 50: Ulcera em membro inferior direito do paciente No. 14nexo 1) antes (a)
e 90 (b) dias apos o tratamento com anfotericina B lipossomal (cura clinica)

(b)

Figura 51: Ulceras em membro inferior esquerdo do paciente No. 3 (Anexo |) aste
(@) e 90 (b) dias ap6s o tratamento com anfotericina B lipossomal (falha)
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Figura 52: Ulceras em membros superiores do paciente No. 7 (Awmel) antes (a),
com 30 (b), 60 (c) e 90 (d) dias apls o tratamento com anfoter&iB lipossomal
(falha)
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Figura 53: Ulcera em membro inferior direito do paciente No. 4Anexo 1) antes
(a), com 30 (b) e 60 (c) dias apoés tratamento com anfotericina Bdssomal (cura
clinica).

(a) (b)
Figura 54: Ulcera em membro superior direito do paciente No. 14Afiexo |) antes
(a) e 30 (b) dias apos tratamento com anfotericina B lipossomal (cura clinica).
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ANEXO VIl - TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

Hospital Universitario de Brasilia —-HUB
Faculdade de Medicina- FS

Universidade de Brasilia —UnB

Estudo Comparativo da Resposta Imunoldgica e Clinica entre a Anfaieina B
Lipossomal e o N-metil-glucamina em Pacientes com a Forma talizada da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
Df. Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio
Dr® Jorgeth de Oliveira C da Motta

Termo de Consentimento (pos-informacao)

Eu nfoimado pelo médico(a)
Dr(a) que sotadpo de leishmaniose
tegumentar americana, uma forma localizada sonrenigele, para qual o tratamento
atual de primeira escolha é o N-metil glucaminau¢@htime) na veia, por 20 dias, o
gual pode causar alteracdes nos rins e corac@ajgaimente em pessoas idosas que ja
tenham problemas. Outras reacdes adversas seria$ mms musculos, juntas e febre.
Fui informado também que outra medicacéo, a Anfiter B lipossomal serd usada
neste estudo em um grupo de doentes para o tra@mesta doenca, na veia, por 5
dias, a qual apresenta menos efeitos colateradengo causar raramente reacoes
alérgicas e problema nos rins. Além de menor rikcefeitos colaterais, ha o beneficio
do tratamento ser mais rapido. As pessoas quenftr&adas com ela e que néo
tiverem suas feridas cicatrizadas em 90 dias ssatamlas com a medicagdo de primeira
escolha (N-metil glucamina). Para participar desséudo deverei realizar exames
laboratoriais antes, durante e apés o tratamelém disto duas amostras da ferida na
minha pele serdo retiradas para exame (uma antesouga apos o
tratamento).Comprometo-me a comparecer regularnmastelatas marcadas e a realizar
0s exames pedidos, e estou ciente da possibilidedeeacdes adversas com o
tratamento. Quanto a quaisquer informacgfes relativenedicacdo ou a minha doenca,
0s médicos colocam-se a minha disposicéo e assegunainha liberdade de desistir no
momento em que desejar, sendo a minha decisaeiteelp sem causar prejuizo no
tratamento médico que venho recebendo. O médigmmeavel poderd me retirar do
estudo se medicagdes néo permitidas forem usadlasrgr reacado adversa que contra-
indique o uso do medicamento, ou se uma de suamesdacdes ndo for por mim
seguida. Durante a divulgacéo dos resultados detiido os meus dados pessoais serao
mantidos em sigilo. Tanto os exames quanto oniextéo s6 podem ser realizados se eu
assinar o papel de consentimento

140



ANEXO VIl - TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO
(CONTINUACAO)

Hospital Universitario de Brasilia- HUB
Faculdade de Medicina- FS
Universidade de Brasilia- UnB

Estudo Comparativo da Resposta Imunolégica e Clinica entre a Anfotericina B
Lipossomal e o N-metil —glucamina em Pacientes com a Forma Localizada da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

Dr. Raimunda Nonata Ribeiranpaio
Dr. Jorgeth de Oliveira C.Matta

Termo de consentimento (grupo 1)

A folha de informacdo que antecede devera ser gela paciente e em casos de
analfabetismo pelo pesquisador na presenca de uwstemunha. Todos o0s
esclarecimentos pertinentes serdo realizados @ueargntrevista prévia a assinatura
deste termo de consentimento.

Data de Nascimento Idade Cl

Endereco

Telefone

Eu, aixoa#issinado apos ter sido
esclarecido e entender as explicacfes que me fimdas pelo médico(a)

Dr(a) ombmem ser submetido a

avaliacao clinica e laboratorial, incluindo reatido de biépsia da ferida e ao
tratamento com a anfotericina B lipossomal (Ambispmma dose de 1,5 mg/kg/dia
durante 5 dias na veia por 60 minutos, na enfeent&iClinica Médica do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB).

Em virtude de considerar claras e satisfatoriasfasmacdes expostas acima e na folha
anterior, aceito submeter-me voluntariamente ad@tsmento.

Local Data

Paciente Impoasséo digital

Testemunha

OBS: Caso o paciente seja menor de 18 anos, aipasponsavel deve assinar abaixo

Responsavel: Cl

Médico: M CR
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ANEXO VIl - TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO
(CONTINUACAO)

Hospital Universitario de Brasilia-HUB
Faculdade de Medicina- FS
Universidade de Brasilia- UnB

Estudo Comparativo da Resposta Imunolégica e Clinica entre a Anfotericina B
Lipossomal e o N-metil- glucamina em Pacientes com a Forma Localizada
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

Dt. Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio
Dt Jorgeth de Oliveira C. da Motta

Termo de Consentimento ( grupo 2)

A folha de informacdo que antecede devera sergdila paciente e em casos de
analfabetismo pelo pesquisador na presenca de wstemunha. Todos o0s

esclarecimentos pertinentes serdo realizados @ueargntrevista prévia a assinatura
deste termo de consentimento.

Data de Nascimento : ldade: Cl

Endereco:

Telefone:

Eu, ,abaixo
assinado, apos ter sido esclarecido e entendephsagdes que me foram dadas
pelo(a) Dr(a). concordo em ser

submetido a avaliacdo clinica e laboratorial, imcla realizacdo de bidpsias da ferida e
ao tratamento com N-metil-glucamina na dose de @@®hV/kg/dia, pela veia, por 20
dias, no ambulatério de Dermatologia do Hospitalvesitario de Brasilia (HUB).

Em virtude de considerar claras e satisfatériasfasmacées acima expostas, aceito
voluntariamente submeter-se a tal tratamento.

Local Data

Paciente ou impressao digital

Testemunha

OBS: Caso o paciente seja menor de 18 anos, aipasponsavel deve assinar abaixo

Responsavel: Cl

Médico: M CR
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ANEXO VIl — FICHA DO PACIENTE

Hospital Universitario de Brasilia-HUB
Dermatologia Data: [/ [/

Anfotericina B lipossomal versus N-metil- glucamimatratamento da forma cutanea
localizada da LTA

1.ldentificacao

Nome

Registro
ldade Sexo Cor Ocupacéao

Naturalidade

Residéncia Atual

Tempo de Residéncia

Local de infeccédo (regido, estado,cidade)

Referéncia pessoal

2.Caracteristicas da lesao cutanea

Tipo: Ulcera () Nodulo () Placa () Papula Cjcatriz () Outro
Duracéo

Localizacao

Numero

Diametros

3.Avaliacdo Diagnostica
Pré-tratamento 90 dias

Data

IDRM

Esfregaco

IFA

Inoculacao

cultura

Histopatologia
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ANEXO VIl -FICHA DO PACIENTE )
(CONTINUACAO)

4. Avaliagao Laboratorial

Pré-tratamento ia8d término Apo6s 30 dias
Data

Hemoglobina

Eritrécito

Leucécitos

Potéassio

Creatinina

Uréia

Bilirrubinas

FAL.

Saédio

Triglicerideos

Colesterol

ECG

5. Tratamento:

Tratamento prévio: sim ()  Qual:
nao ()
Tratamento atual: Grupo 1 ()
Grupo 2 ()

Peso:

Dose total diaria:

Data do inicio: Data do término:

6. Efeitos colaterais:
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ANEXO VIl — FICHA DO PACIENTE )
(CONTINUACAO)

7.Aspecto clinico e diametro das lesbes apos anietto:

Ativa Em cicatrizacdo Cicatrizada Diametros

Data
Término
30 dias
60 dias

90 dias

8.Avaliacdo da resposta imunolédgica- imunohistodgeam

Marcadores Pré-wregato Apo6s 30 dias
Data

CD20

CD68

CD15

CD3

CD45R0O

CD25

CTLA-4

o-Leish
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ANEXO IX - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

i
Universidade de Brasilia — Faculdade de Medicina
Comiré de Etica em Pesquisa — CEP-FM/UnB
Campus Universitdrio, Asa Norte — CEP 70910-900 ~ Brastlia, DF
T (61) 307-3907 e 307-2112

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do projeto: 011/00

Titulo: Estudo comparativo da resposta imunolégica e clinica 2 anfotericina B lipossomal
¢ o n-metil-glucamina em pacientes com a forma localizada de leishmaniose tegu-
mentar americana.

Pesquisador responsdvel: Jorgeth de Oliveira Carneiro da Motta

Documentos analisados: Folha de rosto, bibliografia pertinente, termo de consentimento,

Data de entrada: 06 de setembro de 2000

Proposigdo do(a) Relator(a):

(X) Aprovagio

( ) Aprovagio com pendéncias

{ ) Nao aprovagio

Data da anilise pelo CEP-FM/UnB: 29 de novembro de 2000

Data do retorno ao responsével, para conhecimento: 11 de dezembro de 2000

PARECER

Com base na Resolucio CNS/MS n.c 196/96, que regulamenta a matéria, o Comité
de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, em sua reanido
06/00, realizada em 29/11/2000, decidiu APROVAR, por unanimidade de seus membros, o
projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

Obs.: 1) O CEP-FM recomenda que a pesquisa scja iniciada somente com a garantia
da liberagiio dos recursos necessdrios, para que nio haja risco de que a mes-
ma seja interrompida depois de iniciada, com prejuizo para os sujeitos da
peaquisa. .

2) Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notifica-
¢do imediata de eventos adversos graves.

3) O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios periédicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia, 29 de novembro de 2000

: o
Prof.s Dr.2 Elaine Maria de Oliveira Alves
Coordenadora do CEP-FM/UnB
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