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CATALDO, JI. Avaliacao da influéncia da espécie de Leishmania e da coinfeccéo por
parasitos intestinais no curso clinico e resposta terapéutica da leishmaniose tegumentar
americana em pacientes tratados com 5mg SbV/Kg/dia de antimoniato de meglumina.
Rio de Janeiro, 2016. 76 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] -
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz.

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é um agravo que apresenta ampla
complexidade em diferentes aspectos, fato que pode ser resultante da interacdo entre a
resposta imunoldgica do paciente, das caracteristicas genéticas das espécies envolvidas na
infeccdo, aspectos epidemiologicos da area endémica e possiveis coinfecgdes. No estado do
Rio de Janeiro a LTA é causada predominantemente por L. braziliensis, com quadros
clinicos variados e boa resposta terapéutica ao antimoniato de meglumina, entretanto, o
mesmo cenario ndo é observado em outras regides do Brasil, onde circulam outras espécies
de Leishmania. Além disso, pouco se sabe sobre a influéncia das coinfeccdes por parasitos
intestinais no perfil clinico e resposta terapéutica na LTA. Com base nisto, objetivamos
verificar a influéncia da espécie de Leishmania e a ocorréncia de coinfecgdes por parasitos
intestinais no curso clinico e terapéutico da LTA. A populacdo do estudo foi constituida por
217 pacientes, provenientes de varias regibes do Brasil, tratados com baixa dose
(5mg/Kg/dia) de ShV(antimonial pentavalente). Para caracterizacdo das espécies de
Leishmania foi utilizada a técnica de eletroforese de isoenzimas e 0s parasitos intestinais
foram diagnosticados através das técnicas de Kato-Katz, sedimentacdo e Baermann-Moraes.
Os resultados foram reunidos em dois artigos cientificos. No artigo 1, comparamos o
desfecho clinico de pacientes com LTA oriundos do estado do Rio de Janeiro (RJ) com
pacientes infectados em outros estados (OE). Considerando a utilizagdo de 5mg SbV/Kg/dia
por 30 dias, cura foi observada em 72% (n=78) dos 108 pacientes estudados, dos quais 59%
(n=64) estavam infectados por L. braziliensis. Considerando todos 0s pacientes que
necessitaram de cursos adicionais com a mesma dose, 88,9% dos pacientes curaram com
5mg SbV/Kg/dia. Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos RJ e OE
(p=0,254). Uma maior variabilidade genética de L. braziliensis foi encontrada em isolados
de OE guando comparados aos do RJ. Dados clinicos ou demogréaficos ndo foram associados
a falha terapéutica. No artigo 2, 109 pacientes foram estudados, comparando casos de LTA
coinfectados e ndo coinfectados por parasitos intestinais. Nos pacientes coinfectados por
helmintos, foi observada uma frequéncia maior de lesGes mucosas e méa resposta terapéutica
(falha e recidiva) quando comparados aos casos com exame parasitologico de fezes negativo
e o0s que tiveram infec¢des por protozodrios. Dentro do grupo de helmintos, os nematddeos,
em especial Ascaris lumbricoides, tiveram associacdo com o desenvolvimento da forma
mucosa da LTA. Além disso, no grupo de pacientes coinfectados com helmintos, o tempo de
cura das lesdes foi maior em relagcdo aos ndo parasitados. Como concluséo geral do nosso
estudo, pacientes com LTA causada por L. braziliensis de OE responderam de forma
satisfatoria ao tratamento com SbY em baixa dose, quando comparados aos casos oriundos
do RJ. Mesmo que preliminar, esse dado sugere que o esquema de baixa dose de ShV,
utilizado ha vérios anos no RJ, possa ser estendido para outras regides do Brasil. J& com
relacdo ao parasitismo intestinal, concluimos que a infeccdo por helmintos exerce uma
influéncia deletéria no curso clinico e terapéutico na LTA, devendo ser um aspecto a ser
considerado durante 0 manejo do paciente.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, Variabilidade genética, Helmintos, Coinfeccéo,
Antimonial pentavalente, Esquemas terapéuticos
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CATALDO JI. Evaluation of the influence of species of Leishmania and co-infection by
intestinal parasites in the clinical course and response to therapy of american
tegumentary leishmaniasis in patients treated with 5mg SbhV/kg/day of meglumine
antimoniate. Rio de Janeiro, 2016. 76 p. Thesis [PhD Thesis in Clinical Research in
Infections Diseases] — National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas, Oswaldo
Cruz Foundation.

ABSTRACT

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is a disease that is highly complex in different
aspects, which may be the result of interaction between the immune response of the patient,
the genetic characteristics of the species involved in the infection, epidemiological aspects
of the endemic area and possible co-infections. In the state of Rio de Janeiro ATL is caused
mainly by L. braziliensis, with varying clinical pictures and good therapeutic response.
However the same scenario is not observed in other regions of Brazil, where other
Leishmania species also cause the disease. Furthermore, little is known about the influence
of co-infections by intestinal parasites in the clinical profile and therapeutic response in
ATL. Based on this, we aimed to verify the influence of Leishmania species and of the
occurrence of coinfection by intestinal parasites in clinical and therapeutic course of ATL.
The study population consisted of 217 patients, from various regions of Brazil, treated with
low dose (5mg/Kg/day) of ShY (pentavalent antimony). For characterization of the
Leishmania species we used isoenzyme electrophoresis and intestinal parasites were
diagnosed through the techniques of Kato-Katz, sedimentation and Baermann-Moraes. The
results were gathered in two papers. Article 1, we compared the clinical outcome of patients
with ATL acquired in state of Rio de Janeiro (RJ) with infected patients from other states
(OS). Considering de the use of 5mg SbV/Kg/day during 30 days, cure was observed in 72%
(n=78) of 108 patients, from which 59% (n=64) were infected by L. braziliensis.
Considering the patients who needed additional courses of the same dosis, 88.9% of patients
were cured with 5mg ShV/kg/day. There was no statistically significant difference between
RJ and OS (p=0.254). A greater genetic variability was found in L. braziliensis OS isolates
when compared to those from RJ. Clinical and demographic data were not associated with
treatment failure. Article 2, 109 patients were studied, comparing cases of ATL coinfected
and not coinfected with intestinal parasites. In patients co-infected with helminths, a higher
frequency of mucosal lesions and poor therapeutic response (failure and relapse) was
observed when theywere compared to cases with negative parasitological feces examination
and those who had protozoal infections. Within the helminth group, nematodes, particularly
Ascaris lumbricoides, were associated with the development of mucosal form of ATL. In
addition, in the group of patients coinfected with helminths, the lesion healing time was
higher when compared thenon parasitized. As a general conclusion of our study, patients
with ATL caused by L. braziliensis from OS responded satisfactorily to treatment with low
dose ShY, when compared to cases infected in RJ. Although preliminary, this finding
suggests that the low-dose regimen of SbY used for several years in Rio de Janeiro, can be
extended to patients who acquired ATL in other regions of Brazil. In relation to intestinal
parasitism, we concluded that helminth infection exerts a deleterious influence on clinical
and therapeutic course in ATL and should be an aspect to be considered in the management
of patients.

Keywords: Leishmania braziliensis, Genetic variability, Helminths, Coinfection,
Pentavalent antimony, Treatment regimens
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose tegumentar americana

As leishmanioses constituem um grupo de doengas zoonoticas causadas por
diferentes espécies do género Leishmania. S8o parasitos heteroxénicos que se apresentam
sob duas formas principais no seu ciclo evolutivo: promastigotas, flagelados presentes no
trato digestivo dos insetos vetores (flebotomineos), e amastigotas, formas arredondadas, com
flagelo rudimentar ndo exteriorizado, presentes nos vertebrados, em células fagocitérias,
como o macrdfago (Alexander et al., 1975; Chang et al., 1976; Hommel, 1978; Brewster e
Barker, 2002). Sdo doencas mundialmente distribuidas, ocorrendo principalmente em
regibes tropicais e subtropicais, sendo consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS-WHO) como doengas extremamente negligenciadas, pois prevalecem em condicdes
de pobreza e representam uma limitacao ao desenvolvimento dos paises (WHO, 2010).

Na infeccdo humana, a apresentacdo clinica pode variar de formas tegumentares
(cutanea localizada, cutadneo-mucosa, cutaneo-difusa e mucosa) a formas viscerais
(leishmaniose visceral - LV), dependendo da espécie da Leishmania envolvida e também do
tipo de resposta imune apresentada pelo hospedeiro. Nas Américas, as diferentes
apresentacdes clinicas das formas tegumentares sdo genericamente denominadas de
Leishmaniose tegumentar americana (LTA), para distingui-las das formas dermotropicas
encontradas no Velho Mundo (Bailey et al., 2007).

De acordo com a ultima atualizacdo do Ministério da Saude brasileiro (MS), os casos
de LTA, considerando o periodo de 1990 a 2014, estdo concentrados na Regido Norte e
Nordeste. Em 2014, o nimero de casos registrados foi: 10.387 na regido Norte, 4.969 na
regido Nordeste, 3.038 na regido Centro-Oeste, 1.460 na regido Sudeste e 373 na regido
Sul.Os estados com maior nimero de casos em cada regido, de acordo com o site do Sistema

de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), foram Pard e Amazonas (Regido



Norte); Bahia e Maranhdo (Regido Nordeste); Mato-Grosso e Goias (Regido Centro-Oeste);
Minas Gerais e S&o Paulo (Regido Sudeste) e Parana e Santa Catarina (Regido Sul) (SINAN,
2014). Entretanto, apesar desses nimeros expressivos e de ser encontrada em praticamente
todos os estados brasileiros, nos ultimos anos tem havido uma tendéncia a queda do nimero
de casos notificados da LTA em todo o Brasil (SINAN, 2014; Bedoya-Pacheco et al., 2011).

A LTA possui espectro clinico amplo, capaz de produzir desde lesdes cutaneas, que
se curam facilmente, até lesGes em mucosas, que podem causar deformidades e afetar
psicologicamente, socialmente e economicamente o individuo. No Brasil, a doenca humana
é causada por pelo menos sete diferentes espécies de Leishmania dermotropicas, 0 que
certamente contribui para diversidade de padrées clinicos e epidemioldgicos nas diferentes
regibes brasileiras (Brasil, 2013). Devido a essa complexidade, a classificacdo clinica da
LTA pode ser dividida em dois grupos: leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa
(LM) (Marzochi e Marzochi,1994).

De uma forma geral, independentemente da espécie, a lesdo cutanea ulcerada Unica é
a forma mais comum de apresentacdo da LC. Normalmente sdo lesdes indolores, de tamanho
variavel e apresentam formato muito caracteristico, com bordas bem delimitadas e elevadas,
fundo granuloso que sangra facilmente, localizando-se preferencialmente, em &reas
descobertas como membros inferiores e superiores (Oliveira-Neto, 1998). Formas clinicas
atipicas também podem ser encontradas, podendo-se confundir com lesGes de outras
doencgas, como esporotricose, sifilis, hanseniase, tuberculose, infeccdes por micobactérias e
outras (Brasil, 2013; VVon Stebut, 2015). Infec¢des secundarias, principalmente por bactérias
podem ocorrer e isso, além de causar dor local, pode produzir modifica¢cbes no aspecto
classico da les&o.

A persisténcia parasitaria, ap6s a cura clinica € um fato j& comprovado na LTA.

Episodios como reativacdo espontanea das lesdes (Weigle et al., 1985); transmissdo por



transplante de orgdos (Golino et al., 1992); casos de reativacdo em pacientes
imunodeprimidos (Da-Cruz et al.,1992) e encontro do parasito em lesdes cicatrizadas por
longos periodos (Schubach et al., 1998; Schubach et al., 2001) séo elementos que sugerem
que cura parasitologica definitiva possa ndo existir, e que 0s parasitos possam entrar em
equilibrio com seu hospedeiro. Os fatores que levam a diferentes evolugdes e desfechos
(cura espontanea, persisténcia da lesdo, recidivas, desenvolvimento da forma mucosa) ainda
sdo um desafio para a Ciéncia (Mendonca et al., 2004; Vergel et al., 2006).

As lesBes cutaneas difusas com aspecto nodular e/ou em placa caracterizam a
leishmaniose cutanea difusa (LCD), causada por L. amazonensis. Apesar desta espécie ser
encontrada em varios estados brasileiros, a LCD € uma forma rara da LTA, associada a
alteracdes na competéncia imunoldgica do individuo acometido. A doenca ndo responde aos
tratamentos convencionais, apresentando um curso crénico e progressivo. Ha inicialmente
uma lesdo Unica e posterior formacéo de placas e multiplas lesdes nodulares e ndo ulceradas
pelo corpo. Essa apresentagdo clinica pode também ser confundida com lesdes de outras
doencas, como paracoccidioidomicose, carcinomas, hanseniase Virchoviana, entre outras
(Silveira et al., 2009; Brasil, 2013).

A LM ¢ causada predominantemente por L. braziliensis e se caracteriza por lesdes
destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores, afetando principalmente o
nariz, faringe, boca e laringe e possui também diferentes formas, de acordo com o quadro
clinico (Brasil, 2013). Classicamente a LM ocorre anos apds o surgimento da lesdo cutéanea,
sugerindo uma possivel disseminacdo dos parasitos por via hematica, embora possa ocorrer
de forma priméria ou concomitante as lesdes cutaneas (Arevalo et al., 2007; Ronet et al.,
2010; Souza et al., 2010).

Bedoya-Pacheco et al. (2011), estudando a ocorréncia da LM no Brasil, verificaram

que em regides onde a incidéncia de LC foi maior, o nimero de casos com acometimento



mucoso foi menor. Neste estudo, a proporcédo de lesbes mucosas por regido foi: 6,8% para a
regido Norte; 7,8% para a regido Centro-Oeste; 3,7% para a regido Nordeste; 10,6% para a
regido Sudeste; 12,3% para a Regido Sul. Em areas onde a introducdo ou reintroducdo da
Leishmania € mais recente, a populacdo parece ser mais suscetivel a LM, levantando-se a
hipdtese de que o0 contato por maior tempo com 0 parasito promove maior resisténcia ao
desenvolvimento de lesdes mucosas. Apesar do numero de casos de LTA ter diminuido em
todo o Brasil, como mencionado anteriomente, 0 numero de casos de lesdo mucosa ndo
mostrou diminuicdo importrante durante o periodo 2002-2009, conforme relatado por
Bedoya-Pacheco et al. (2011).

Os padrdes epidemiologicos da LTA também sdo variados, em funcdo das
caracteristicas da regido geografica, das espécies de Leishmania circulantes e do
envolvimento dos vetores e reservatorios. A prevaléncia da infeccdo humana também varia
em funcdo desses fatores. O estabelecimento desses padrdes é fundamental para o controle
desse agravo, uma vez que requer estratégias distintas e adequadas ao contexto
epidemioldgico de cada regido (Ferreira et al., 2015). Apesar da prevaléncia, incidéncia e
expansdo geogréfica das leishmanioses constituirem um reflexo dessa complexidade, outros
fatores podem também ser arrolados nesse contexto. Estudos tém mostrado que a imunidade
protetora do individuo aumenta de acordo com a permanéncia na area endémica. Sugere-se
que a exposicdo as proteinas presentes na saliva do vetor e as inoculagdes subclinicas do
parasito sensibilizem o sistema imunoldgico para que haja uma resposta protetora maior
contra uma infeccdo em maior grau (Antinori et al., 2005). Outro aspecto que deve ser
levado em consideracdo para explicar a diversidade clinica é o fato de que no Brasil a LTA ¢
causada por pelo menos sete diferentes espécies, entre as quais L. braziliensisé considerada
de maior prevaléncia. Atualmente, ja € conhecido que a variabilidade genética de L.

braziliensis é elevada e variada em fungéo da area endémica (Pacheco et al., 1990; Oliveira



et al., 2013). Por exemplo, na regido Sudeste, L. braziliensis apresenta um padrdo genético
homogéneo, revelando a presenca e circulagdo de um unico zimodema (Z27) (Ishikawa et
al., 2002; Cupolillo et al., 2003). J& nas regides Norte e Nordeste do Brasil, diferentes
zimodemas de L. braziliensis sdo frequentemente relatados (Cupolillo et al., 2003; Brito et
al., 2009).

Em funcdo dessa caracteristica, apresentada por L. braziliensis, alguns estudos tém
sido realizados na tentativa de correlacionar determinados padrbes clinicos com a
diversidade genética dessa espécie. Em estudo realizado por Baptista et al. (2009) com
pacientes do Rio de Janeiro apresentando padrdes clinicos diferenciados, foi observado que
embora diferentes perfis genéticos tenham sido detectados, nenhuma associacdo pode ser
feita com a forma clinica. Ja no estudo de Schriefer et al. (2009), realizado em Corte de
Pedra (BA), onde a variabilidade genética de L. braziliensis é maior, foi possivel associar
padrdes clinicos a diferentes subpopulacdes dessa espécie de Leishmania. Com base nessa
informacdo, poderiamos admitir que o padrdo genético dos parasitos, circulantes numa dada
regido, poderia contribuir para o padrdo clinico da LTA. Esses dados sdo importantes, mas
ndo podemos deixar de mencionar que outros fatores, possivelmente relacionados a condi¢do
imunolégica dos pacientes, possam também interferir no curso clinico da LTA.

Na resposta imune, mediada por células T, os individuos podem variar de um estado
assintomatico a diferentes graus de susceptibilidade a infec¢cdo. Isso se da em funcdo do
padréo das citocinas produzidas durante o processo infecioso, que induzem uma resposta
tipo Thl ou Th2. Na LTA, a imunidade ao parasito € determinada por uma adequada
resposta T auxiliar tipo 1, com producdo de IFN-y associada a resposta imune celular,
enquanto que a suscetibilidade & doenca é mediada por linfécitos T auxiliar tipo 2, com altos
niveis de IL-4 e marcada hipergamaglobulinemia decorrente da ativacdo de linfocitos B

(Conceicdo-Silva et al., 2014).



No centro desse espectro esta a forma cutanea localizada (LC), mantida por uma
resposta tipo Thl, que confere certa resisténcia a infeccdo apresentando bom prognostico
clinico/terapéutico. Nos polos deste espectro estdo as formas ndo controladas pela resposta
imune mediada por células T, a LM, no pélo hiperérgico (excesso de resposta Thl) e a
leishmaniose difusa no polo anérgico (pouca ou nenhuma resposta Thl) (Ribeiro et al.,
1998; Bacellar et al., 2002; Silveira et al., 2009). Na LM, ocorre elevada producdo de IFN-y
e TNF-a e baixa produgdo de IL-10 (que inibe a ativacdo de macréfagos). Estudos in vitro
mostraram que macrofagos de pacientes com LM possuem baixa capacidade de resposta as
citocinas do tipo 2, ndo havendo inibicdo da producédo de IFN-y. Esse excesso de resposta,
apesar de por um lado provocar injurias teciduais, por outro, controlam a multiplicacdo
parasitaria (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Bacellar et al., 2002).

Ja na forma difusa da LTA, causada por L. amazonensis, ocorre uma anergia celular
que promove a proliferacdo do parasito e agravamento da doenca. Os niveis de producédo de
anticorpos sao altos, ocorrendo uma resposta predominantemente tipo 2 (alta producéo de
IL-10 e baixa de IFN-y), com isso 0s macréfagos ndo séo ativados e ndo conseguem eliminar
a infeccdo. Em decorréncia deste quadro imunoldgico, o prognéstico terapéutico é ruim
(Brasil, 2013).

Essa complexidade clinica, caracteristica da LTA, imp8e que para um diagnéstico
acurado, abordagens laboratoriais devem também ser consideradas. Podem ser empregadas
desde ferramentas parasitoldgicas (exames diretos e cultura); imunoldgicas (sorologia e teste
de Intrademorecdo de Montenegro- IDRM), histologicas (coloracdo pela hematoxilina-
eosina - HE, imunohistoquimica) e moleculares, como a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction-Reacdo em Cadeia da Polimerase).

A confirmac&o laboratorial por métodos parasitolégicos € importante, principalmente

devido ao nimero de doencas que fazem diagnostico diferencial com a LTA. O diagnostico
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de certeza se da pelo encontro do parasito nos tecidos ou fluidos biolégicos dos hospedeiros.
Tanto os fragmentos teciduais quanto os aspirados da borda da lesdo podem ser cultivados
em meio de cultura a base de agar sangue, conhecido como meio Novy, McNeal e Nicole
(NNN), acrescido de meio liquido Schneider (Basano e Camargo, 2004; Goto e Lindoso,
2010), possibilitando o isolamento e a posterior identificacdo da espécie (Brasil, 2013).

De acordo com a infraestrutura, ainda podem ser empregadas ferramentas
moleculares, baseadas na PCR, que constitui uma técnica com elevada sensibilidade,
tornando possivel o diagnoéstico, principalmente nos casos ndo resolvidos pelos métodos
classicos (Andrade et al., 2005; Goto e Lindoso, 2010). Apesar das inumeras vantagens, a
PCR ainda ndo é usada em larga escala no diagndstico das leishmanioses, pois requer
infraestrutura laboratorial adequada e insumos especificos que a torna ainda uma técnica de
custo elevado (Fagundes et al., 2010). Caracteristicas como incapacidade de diferenciar
infeccdo passada e atual, possibilidade de reacfes positivas na auséncia da doenca e a
dificuldade de formulacdes de kits comerciais sdo outras desvantagens do método que
restringem seu emprego na rotina laboratorial, sendo mais utilizado em instituicbes de

pesquisa e universidades.

1.2. Tratamentoda LTA

O tratamento das leishmanioses ainda é um desafio, principalmente pela pouca opc¢éo
de medicamentos disponiveis. Apesar do género Leishmania ter sido descrito em 1903, foi
somente em 1912 que Gaspar Vianna introduziu o uso do tartaro emético (tartarato de
potassio e antimonio trivalente) no tratamento pacientes com LTA (Vianna, 1912). Devido
aos efeitos secundarios graves provocados por este farmaco, outros compostos, como 0S
antimoniais pentavalentes, foram testados, chegando-se ao antimoniato de meglumina, que

desde a década de 1940, passou a ser utilizado como farmaco de primeira escolha para o



tratamento das leishmanioses no Brasil. O mecanismo de acdo dos antimoniais até hoje ndo
é bem conhecido, mas sabe-se que o farmaco inibe a atividade das vias glicolitica e de
oxidacdo dos acidos graxos do parasito nas formas amastigotas (Goto e Lindoso, 2010).
Embora eficaz, o tratamento com os antimoniais provocam varios efeitos adversos incluindo
artralgia, fadiga, nauseas, elevacdo dos niveis das enzimas hepaticas, anormalidades no
eletrocardiograma, entre outros. Por essa razdo, nos casos em que hd impedimento da
utilizacdo destes, outros farmacos como a anfotericina B e a pentamidina podem ser
utilizados como tratamento alternativo (Ameen, 2010; Brasil, 2013). No entanto, todos 0s
farmacos empregados no tratamento das leishmanioses sejam os antimoniais pentavalentes,
a anfotericina B ou a pentamidina, sdo medicamentos que apresentam limitacGes quanto ao
seu emprego, tais como o custo elevado, dificuldade de administracdo, toxicidade ou ainda o
desenvolvimento de possivel resisténcia, o que representa um obstaculo para o sucesso da
terapia (Mishra et al., 2007).

De acordo com o manual do MS, o tratamento regular para a forma cutanea é aquele
que utilize de 10 a 20mg de antimdnio pentavalente (ShY) /Kg/dia entre 20 a 30 dias e, para
a forma mucosa, o que utilize 20mg SbY/Kg/dia entre 30 a 40 dias, ambos sem intervalos
superiores a 72h entre as doses (Brasil, 2013).

No Brasil, o antimonial pentavalente disponivel é o antimoniato de meglumina,
comercializado sob 0 nome Glucantime® e distribuido gratuitamente pelo MS. Apresenta-se
em ampolas de 5mL, contendo 81 mg de antimonio pentavalente (ShY) para cada mL,
totalizando 405mg de antimonio pentavalente por ampola. As injecdes devem ser feitas por
vias intramuscular (IM) ou endovenosa (EV), com repouso apos a aplicagdo. A via IM pode
apresentar o inconveniente da dor local. Vale ressaltar que ndo existe diferenca entre as vias

EV e IM, no que diz respeito & eficacia e seguranga (Brasil, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goto%20H%22%5BAuthor%5D

No tratamento de criancas, utiliza-se 0 mesmo esquema, com dose de 15 mg
SbV/kg/dia. Caso ndo haja cicatrizagdo apds trés mesesdo término do tratamento, o esquema
deveréa ser repetido mais uma vez. Se ndo houver resposta, utiliza-se uma dos farmacos de
segunda escolha. As formas mucosas apresentam resposta mais lenta e maior possibilidade
de recidiva(Falqueto e Lessa, 1997).

No estado do Rio de Janeiro, mais precisamente no Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI/Fiocruz), ha muitos anos utiliza-se 0 esquema terapéutico com baixa
dose (5mg SbhV/Kg/dia) de antimoniato de meglumina. Esse esquema é baseado em estudos
desenvolvidos no INI, os quais indicam que pacientes submetidos a doses baixas do
antimonial apresentam resposta terapéutica similar a dose recomendada pelo MS (20mg)
com efeitos adversos reduzidos (Oliveira-Neto et al., 1997a, 1997b; Schubach et al., 2005).
Em pacientes com contra-indicacdo ao esquema continuo, as aplicacdes podem ser
realizadas em séries de 10 dias, com intervalos equivalentes sem medicacdo. Em caso de
reativacdo apds o término do tratamento, o esquema pode ser repetido (Oliveira-Neto et al.,
2000; Schubach et al., 2005). Os resultados obtidos com baixa dose de antimonial
pentavalente motivaram a realizacdo de um ensaio clinico no INI, avaliando as doses de 5mg
e 20mg, cujos resultados estdo sendo divulgados (Lyra, 2013, Saheki, 2013; Terceiro, 2014).

Nesse mesmo Instituto, outros esquemas de tratamento da LC, tal como o esquema
intralesional (IL) com antimoniato de meglumina, sdo também utilizados, principalmente
nos casos com contraindicacdo ao tratamento convencional. Estudo realizado por
Vasconcellos et al. (2012), mostrou boa resposta em 83,3% dos pacientes tratados por via
IL. Nesse esquema, o antimonial pentavalente foi infiltrado, por via subcutanea, na borda
das lesOes, realizando-se de 1 a 4 aplicagfes com intervalo de 15 dias entre elas. A média de
volume total de antimonial injetado por lesé&o foi de 19,7 mL (mediana de 6,5 mL). Um dos

resultados importantes observados nesse esquema, foi que além da diminuicdo dos efeitos



adversos, ndo houve o desenvolvimento de lesbes mucosas por até 60 meses de seguimento
pos-tratamento em nenhum dos pacientes tratados. Esse estudo mostrou que doses baixas de
antimoniato de meglumina, aplicadas por via IL, ndo resultaram em aumento do

aparecimento de lesGes mucosas.

1.3. Falha terapéutica na LTA

Mesmo com elevada eficacia dos antimoniais, razdo pela qual ainda é empregado
para o tratamento das leishmanioses, observa-se variabilidade de respostas terapéuticas,
cujas razdes especificas ndo sdo totalmente esclarecidas. Admite-se que diferentes fatores
possam ter influéncia nessa resposta tais como: fatores imunoldgicos dos hospedeiros,
fatores dos parasitos, possiveis coinfeccdes ou mesmo a farmacocinética do antimonial no
organismo do hospedeiro (Berman et al., 1982; Berman, 1988; Rodrigues et al., 2006;
Romero et al., 2011; Krunchten et al., 2014).

Além da diversidade de resposta terapéutica, casos de falha terapéutica também tém
sido cada vez mais relatados em diversas areas endémicas do mundo (Ait-Oudhia et al.,
2011). De acordo com 0 MS, a cura da LC é definida pela epitelizacdo das lesdes, regressao
total da infiltracdo e eritema, até 3 meses apds o término do esquema terapéutico. Quando
houver cicatrizacdo progressiva das lesdes sem cumprimento dos critérios citados acima,
sugere-se observacdo até seis meses. O critério de cura é clinico, indicando-se
acompanhamento regular por 12 meses. A cura das lesdes mucosas ocorre com a regresséo
de todos os sinais, comprovando-se pelo exame otorrinolaringoldgico, até seis meses apds o
término do tratamento. O paciente é examinado durante trés meses consecutivos apos 0
término do esquema terapéutico para avaliacdo da cura clinica. Se curado, o0 paciente devera
ser acompanhado a cada dois meses até completar 12 meses apds o tratamento (Brasil,

2013).
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De acordo com o manual do MS, é considerado como tratamento irregular os casos
que tenham ultrapassado o tempo previsto para um tratamento regular ou que tenha ocorrido
um intervalo superior a 72h entre as doses, tanto para a forma cutanea quanto para a forma
mucosa.

Ainda, de acordo com o manual do MS (Brasil, 2013), a falha terapéutica é definida
quando apds dois esquemas terapéuticos regulares, o paciente ndo tenha apresentado
remissdo clinica. Ja a recidiva, € constituida pelos casos em que ocorre 0 reaparecimento de
lesdo em qualquer parte do corpo, no periodo de até um ano apds a cura clinica da lesao
primaria. A recidiva pode estar ligada ao estado imune do paciente e a forma clinica da
doenca, no entanto, em areas endémicas, a distincdo entre reativacdo e reinfeccdo nem
sempre € uma tarefa simples, havendo a necessidade de estudos genéticos e identificacdo de
subpopulacdes de parasitos circulantes na area (Oliveira et al., 2013).

Os casos de abandono incluem os pacientes que embora tenham cumprido o esquema
terapéutico, ndo compareceram para avaliacdo clinica em até 30 dias ap6s o terceiro
agendamento. O terceiro agendamento se refere ao terceiro més apds o término do esquema
terapéutico, periodo destinado ao acompanhamento do caso e a avaliacéo de cura.

Apesar das recomendacgdes do MS, diferentes cenarios de tratamento sdo relatados no
Brasil, com variados desfechos (Oliveira-Neto et al. 1997a, 1997b; Romero et al., 2001;
Teixeira et al., 2008) e a falha terapéutica ao antimonial pentavalente é um deles. Com
relacdo ao antimoniato de meglumina, no Brasil (Rio de Janeiro), foi constatada cerca de
16% de falha terapéutica (Oliveira-Neto, 1997b), na Bolivia cerca de 7% (Bermudez et al.,
2006), na Colémbia em 39% (Palécios et al., 2001) e no Peru em 21,9% (Arevalo et al.,
2007). Esses dados sugerem que diferentes percentuais de cura podem ser alcancados, 0s
quais podem estar condicionados a diferentes fatores como mencionado anteriormente, entre

eles a espécie de Leishmania. Por exemplo, na infecgdo por L. guyanensis, foram relatados
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73,7% de casos com falha terapéutica, ja na infeccdo por L. braziliensis, foram encontrados
cerca de 49,2% (Romero et al., 2001).

Estudos in vitro também tém sido realizados buscando-se correlacionar as espécies
com a falha terapéutica. Azeredo-Coutinho et al. (2007) mostraram que valores de
concentracdo de inibicdo média (IC50) para L. braziliensis circulantes no Rio de Janeiro
foram considerados menores quando comparadas com outras espécies de Leishmania. Essa
diferenca foi significante, mostrando, através desses ensaios, que L. braziliensis responde
satisfatoriamente ao antimonial pentavalente no Rio de Janeiro.

Em outro estudo, também em ensaios in vitro, avaliaram-se amostras de L.
braziliensis, comparando simultaneamente a sensibilidade ao SbY em isolados obtidos no
momento do diagndstico e antes da introducdo do tratamento com isolados obtidos apds o
primeiro ciclo de tratamento. Os pacientes desse estudo foram tratados com esquema de 5mg
SbV/Kg/dia e os resultados mostraram que tal esquema terapéutico ndo induziu a selegdo de
subpopulagdes de parasitos resistentes ao ShY, sinalizando que outros fatores possam ter tido
influéncia na resposta terapéutica observada nesse grupo (Baptista et al., 2015).

No Rio de Janeiro, a resposta terapéutica ao antimoniato de meglumina geralmente é
satisfatoria, independente do esquema utilizado (Azeredo-Coutinho e Mendoncga, 2002;
Schubach et al., 2005). H& hipdteses de que essa boa resposta possa ser devido a baixa
variabilidade genética dessa espécie circulante na regido. De certa forma, explicaria também
0 sucesso terapéutico observado em casos de LTA nos estados de Minas Gerais e Espirito
Santo, onde também ocorre a prevaléncia do zimodema Z27 de L. braziliensis (Oliveira-
Netoet al., 2011).

Como mencionado, diversas podem ser as razfes para a falha terapéutica na LTA.
Tem-se aventado a possibilidade de resisténcia parasitaria ao antimonial pentavalente,

sobretudo em casos de leishmaniose visceral nos quais esse fendmeno tem acarretado
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consequéncias mais serias (Basselin et al., 1997; Sundar et al., 2000; Guerin et al., 2002).
Apesar de algumas especulacdes, ndo existe ainda um marcador molecular que possa
determinar com seguranca a resisténcia dos parasitos do género Leishmania aos antimoniais
(Chakravarty e Sundar, 2010).

Em estudo conduzido por Torres et al (2013), os autores chegaram a concluséo que 4
genes, Aquaporin 1 (AQP1), Heat Shock Protein 70 (hsp70), Multidrug Resistance
associated Protein (MRPA) e Trypanothione reductase (TRYR), estavam relacionados com a
resisténcia parasitaria e que as amostras de L. braziliensisapresentavam maior variabilidade
genética intraespécie se comparada as amostras de L. guyanensis, dificultando o tratamento.
Esses dados corroboram achados sugestivos de que a variabilidade genética de Leishmania
no estado da Bahia (Nordeste do Brasil) seja maior que no estado do Rio de Janeiro (Sudeste
do Brasil) (Cupolillo al., 2003; Schriefer et al., 2004; Baptista et al., 2009), visto que 17
amostras de L. braziliensis do estudo eram provenientes da Bahia e apenas 2 do Rio de
Janeiro. Dessas 19 amostras, 5 tiveram falha terapéutica, todas provenientes da Bahia.

Outros parametros também tém sido levados em consideragdo para explicar a falha
terapéutica na LTA. Em estudo conduzido por Machado et al. (2002) os autores encontraram
47% de falha terapéutica quando o tratamento ocorreu em torno de 5 semanas apds o
diagndstico. Neste estudo, os autores concluiram que, ao contrario de outras doencas
infecciosas, nas leishmanioses o tratamento quando realizado no estégio inicial da doenca
(<20 dias de infeccdo) nédo seria benéfico em muitos casos. Em outro estudo, avaliando-se
possiveis fatores associados a falha ao tratamento da LTA, constatou-se que a cada 10mm a
menos na medida do IDRM houme 26% mais chance de ocorréncia de falha terapéutica, e
individuos com menos de 2 meses de evolucdo da lesdo foram 5 vezes mais suscetiveis a
falha do tratamento (Antonio et al., 2014).A explicacdo para os resultados encontrados em

ambos estudosseria que a intervencdo terapéutica introduzida antes de se atingir uma
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imunidade eficaz induziria a uma resposta inicial ndo especifica e ndo direcionada
totalmente para a eliminacao do parasito.

O ndmero de lesbes também tem sido um fator associado a um pior desfecho
terapéutico da LTA. Alguns estudos mostram que quanto maior numero de lesdes, maior a
probabilidade de falha terapéutica, provavelmente por uma carga parasitaria maior (Romero
et al., 2001; Yardley et al., 2006). Entretanto, essa variavel ndo teve associacao significativa
a casos de falha terapéuticano estudo de Antonio et al., (2014) mencionado acima.

Outra abordagem que também vem sendo considerada no contexto da apresentacdo
clinica e no desfecho terapéutico da LTA é a coinfeccdo por outros patogenos (Delobel et
al., 2003; Markle et al., 2004; Matos et al., 2005; Van Den Bogaart et al., 2013; Van Den
Bogaart et al., 2014).

De um modo geral, os parasitos possuem uma notavel capacidade de suprimir ou
desviar a resposta imune do hospedeiro, visando controlar a infeccdo sem ser eliminado.
Alguns parasitos conseguem ter éxito, no entanto, este equilibrio pode ser desfeito por
infeccbes concomitantes ou imunossupressoras. No caso da co-infec¢do pelo virus causador
da imunodeficiéncia humana (HIV), algumas doencas causadas por protozoarios (ex:
toxoplasmose, criptosporidiose e leishmaniose), podem ter o quadro agravado (Pfaff e
Candolfi, 2003). A coinfeccdo por mais de um agente pode influenciar a resposta
imunolégica individual para cada espécie, podendo alterar o curso clinico e o tratamento de
determinados agravos (Supali et al., 2010).

A coinfeccdo por parasitos entéricos, apesar de ser um tema ainda muito pouco
explorado, tem apresentado significado no contexto da LTA. Os parasitos intestinais, além
de elevada prevaléncia principalmente em regibes menos favorecidas economicamente,
estdo muitas vezes em sobreposi¢do com as areas onde ocorrem as leishmanioses (O’Neal et

al., 2007). O ambiente imunologico gerado por uma infeccdo parasitaria intestinal pode
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interferir com outras condi¢cdes patologicas, modificando o curso de doengas associadas ou
de infeccBes preexistentes.

Newlove et al. (2011), verificaram que a coinfeccdo por helmintos intestinais, esteve
associada a uma ma resposta terapéutica na LC e, mesmo com a introducdo precoce de
drogas antihelminticas, as taxas de cura ou o tempo de cura ndo melhoram. Em outro estudo,
foi mostrado que a infeccdo por helmintos intestinais influencia tanto o curso clinico como a
resposta imune na LC, promovendo diminuicdo da resposta ao antimonial e favorecendo o
desenvolvimento de lesdes mucosas (O'Neal et al., 2007). Esses dados sugerem que a
infeccdo intestinal nos casos de LTA, sobretudo naqueles com clinica e resposta terapéutica

desfavoravel, deve ser considerada.
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2. JUSTIFICATIVA

A LTA é uma doenca infecciosa complexa em vérios aspectos. Apresenta
diversidade clinica e epidemioldgica, que varia em funcdo de diferentes aspectos. Além
disso, observa-se variabilidade de resposta a terapéutica, apesar do tratamento ser feito
basicamente pelos antimoniais pentavalentes (Brasil, 2013).

Embora a espécie de Leishmania possa estar relacionada a determinada apresentacao
clinica, o padrdo da resposta imune celular aos antigenos dos diferentes parasitos também
tem sido apontado como um fator influenciador da apresentacdo e evolucgdo clinica da LTA.
Esse fato torna-se um pouco mais complexo ja que no Brasil a LTA é causada por pelo
menos sete diferentes espécies de Leishmania e nem sempre a etiologia é determinada para
que o tratamento possa ser estabelecido (Hodiamont et al., 2014). Além disso, temos que
considerar o fluxo migratério cada vez mais intenso no mundo, propiciando o deslocamento
de parasitos e infecgdes.

As razdes especificas para diversidade clinica e terapéutica na LTA ainda ndo sao
totalmente conhecidas e, diversos estudos tém sido conduzidos para esse fim. Um aspecto
que ainda tem sido pouco explorado é a possibilidade da coinfec¢do por outros parasitos,
sobretudo os intestinais, na modulacdo da resposta clinica e terapéutica na LTA.

O Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses
(LaPClinVigiLeish/INI) é um Centro de Referéncia para o diagnostico e tratamento da LTA.
Esse Centro recebe casos de LTA de diferentes regides do Brasil, possuindo uma coorte com
informacdes acerca de aspectos clinicos, epidemioldgicos e terapéuticos da LTA. Como
mencionado anteriormente, alguns aspectos podem estar associados a falha terapéutica
observada na LTA, entre 0s quais podemos citar a espécie de Leishmania e a possibilidade

de coinfecdes.
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No LaPClinVigiLeish, utiliza-se a dose de 5mgSbhV/Kg/dia para o tratamento da
LTA, baseado numa experiéncia acumulada ha muitos anos, mostrando que tal dose, além de
eficaz possui a vantagem de produzir menos efeitos adversos. No entanto, tal esquema ainda
ndo € indicado pelo MS brasileiro, baseado no pressuposto que as diferentes espécies de
Leishmania possam responder de forma diferenciada ao antimonial pentavalente.

Visando aprofundar a discussdo nesse contexto, nosso estudo selecionou pacientes
submetidos ao tratamento com antimoniato de meglumina 5mgShV/Kg/dia, oriundos de
diferentes regibes do Brasil visando responder principalmente a dois questionamentos: i)
existe correlacdo da espécie de Leishmania e/ou variabilidade de L. braziliensis no desfecho
terapéutico? ii) a coinfeccdo por parasitos intestinais poderia modular a apresentacao clinica
da LTA e/ou o seu desfecho terapéutico? As respostasa ambos o0s questionamentos podem

trazer ganhos para o conhecimento e manejo terapéutico da LTA.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar se a espécie de Leishmania ou a coinfecgdo por parasitos intestinais podem
influenciar o curso clinico e a resposta terapéutica da leishmaniose tegumentar americana,
considerando pacientes atendidos no LaPClinVigiLeish (INI/FIOCRUZ) no periodo de 2000
a 2011, submetidos ao tratamento alternativo com 5 mg SbY/Kg/dia de antimoniato de

meglumina.

3.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar as espécies de Leishmaniaisoladas dos casos selecionados;

2. Descrever as variaveis clinicas, demogréaficas, epidemioldgicas e de resposta
terapéutica ao antimoniato de meglumina

3. Verificar a influéncia das diferentes espécies de Leishmaniano curso clinico e na
resposta terapéutica, comparando casos de LTA ocorridos no Rio de Janeiro com
casos de ocorridos em outros estados do Brasil

4. Verificar a influéncia da coinfec¢do por parasitos intestinais no curso clinico e na

resposta terapéutica da LTA
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados no formato de artigos
cientificos, um em fase de publicag&o e outro ja publicado.

Os artigos serdo ordenados da seguinte forma:

e Artigo 1: Discute a influéncia das diferentes espécies de Leishmaniae/ou variantes de
L. braziliensisno curso clinico da LTA, comparando pacientes que adquiriram a
infeccdo no Rio de Janeiro com pacientes que adquiriram a doenca em outros estados
do Brasil. Todos pacientes utilizaram tratamento com baixa dose de antimoniato de

meglumina (5mgShY/Kg/dia).

e Artigo 2: Avalia a influéncia de parasitos intestinais no curso clinico da LTA e sua

possivel associacdo com a leishmaniose mucosa.
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a. Artigo1:

Pacientes infectados por Leishmania braziliensis de diferentes regides brasileiras
respondem ao tratamento com 5mg SbY¥/kg/dia de antimoniato de meglumina
Artigo a ser submetido ao periddico Acta Tropica, 2016

Alguns estudos sobre LTA tratam de possiveis fatores capazes de influenciar o
tratamento. Um desses fatores seria a existéncia de diferentes espécies de Leishmania. Além
disso, ha relatos de que a maior variabilidade genética, particularmente de L. braziliensis,
estaria associada a resposta desfavoravel ao tratamento observada em alguns estados
brasileiros. No estado do Rio de Janeiro os casos de LTA sdo causados quase na totalidade
por L. braziliensis, sendo identificado como uma populagdo geneticamente homogénea, com
circulacdo de um anico zimodema (Z27), diferentemente do que ocorre em algumas outras
regides do Pais.

O Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas recebe casos de diferentes
regides brasileiras e grande parte desses pacientes séo tratados com esquema de baixa dose
(5mg/Kg/dia) de antimoniato de meglumina. Esse fato possibilitou a realizacdo desse estudo,
na tentativa de responder se existe relacdo entre a espécie de Leishmania e/ou variabilidade
de L. braziliensis com o desfecho terapéutico. Cento e oito casos de LTA foram estudados
(72 pacientes que adquiriram a infec¢do no Rio de Janeiro e 36 que adquiriram a infecgéo
em outros estados do Brasil). Leishmania braziliensis foi a espécie prevalente, independente
da regido de procedéncia do caso. Duas variantes isoenzimaticas de L. braziliensis foram
encontradas em pacientes do estado do Amazonas, além de dois pacientes infectados por L.
guyanensis e um por L. amazonensis oriundos dos estados do Amazonas e Maranhdo,
respectivamente. Dos 108 pacientes, considerando o primeiro curso de tratamento (30 dias),
cura foi observada em 78 (72%), dos quais 64 (59%) estavam infectados por L. braziliensis,
incluindo as duas variantes encontradas no grupo de outros estados. Considerando todos os
cursos de tratamentos adicionais com a mesma dose, 88,9% dos pacientes curaram com 5mg
SbV/Kg/dia. Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Ao
compararmos a diversidade genética de L. braziliensis selecionadas aleatoriamente,
confirmamos maior variabilidade para espécies oriundas de outros estados. Os Nno0ssos
resultados sugerem que o0 esquema terapéutico empregando baixas doses de antimonial
pentavalente poderia ser estendido para outros estados do Brasil. Este artigo responde aos

objetivos n° 1 e 2 desta tese
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RESUMO

No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT) pode ser causada por sete diferentes espécies de
Leishmania, as quais podem ter influéncia no curso clinico da doenca e na resposta
terapéutica. Neste estudo, buscamos verificar se a espécie de Leishmania poderia influenciar
0 desfecho do tratamento com antimoniato de meglumina na dose de 5mg de antiménio
Sbh¥/kg/dia. Com esse objetivo, compararam-se casos provenientes do estado do Rio de
Janeiro, onde Leishmania braziliensis € a espécie prevalente, com casos oriundos de outros
estados brasileiros, onde também circulam outras espécies de Leishmania. A populacdo do
estudo foi composta por 108 pacientes, 36 pacientes que adquiriram a LT em outros estados
do Brasil (grupo OE) e 72 pacientes infectados estado do Rio de Janeiro (grupo RJ).
Leishmania braziliensis foi identificada em 100% dos pacientes do grupo RJ. Ja no grupo
OE, Leishmania braziliensis foi identificada em 18 (86%) dos 21 isolados, incluindo duas
variantes isoenzimaticas. Nesse grupo, Leishmania amazonensis foi identificada em um
paciente e Leishmania guyanensis em dois. A analise de 12 amostras de Leishmania
braziliensis escolhidas aleatoriamente permitiu verificar que as cepas do grupo OE
apresentaram variabilidade genética maior quando comparadas as do RJ. Dos 108 pacientes
estudados, 72% evoluiram para cura no primeiro tratamento com antimoniato de meglumina
(5mg ShY/Kg/dia). Considerando tratamentos adicionais com a mesma dose, 88,9% dos
pacientes curaram com 5mg SbY/Kg/dia. Leishmania braziliensis de diferentes regides do
Brasil responderam satisfatoriamente ao tratamento com antimoniato de meglumina (5mg
SbY/Kg/dia) sem diferenca entre os grupos, sugerindo que a resposta ao tratramento
alternativo com esta dose de antimonial ndo esteja relacionada a maior ou menor
variabilidade genetica e que tal esquema terapéutico possa ser utilizado em outras regides,
além do Rio de Janeiro. Palavras-chave: Leishmania braziliensis, Variabilidade genética,

Tratamento, Antimoniato de meglumina
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1. Introducéo

As leishmanioses constituem grupos de doencas complexas, causadas por diferentes
espéecies de Leishmania. S0 doencas de dificil controle e negligenciadas, que ocorrem
principalmente em regides tropicais e subtropicais (Alvar et al., 2012; MS, 2013; Stolk et al.,
2016).

Na infeccdo humana, as leishmanioses podem se apresentar como doencas com
acometimento tegumentar (cutdnea localizada, cutanea disseminada, cutanea difusa,
cutaneomucosa e mucosa) ou com acometimento visceral (leishmaniose visceral - LV),
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e também do tipo de resposta imune
apresentada pelo hospedeiro. No Brasil, sete espécies podem causar a leishmaniose
tegumentar (LT), sendo Leishmania braziliensis a espécie mais prevalente (Marzochi and
Marzochi, 1994; MS, 2013; De Vries et al., 2015). O Brasil tem seu territdrio dividido em
cinco regides geograficas e a LT pode apresentar diferentes padrdes epidemioldgicos em
cada uma delas. A regido Norte é a que apresenta 0 maior nimero de casos da doenca,
seguida pela regido centro-oeste e regido nordeste (Pontello Junior et al., 2013). Na regido
norte, a LT possui reservatorios e vetores bem definidos e o ser humano é um hospedeiro
acidental (Camara Coelho et al., 2011; Guerra et al., 2015). Leishmania braziliensis e
Leishmania guyanensis sdo as principais espécies causadoras da LT nessa regido. Alguns
estudos reportam Leishmania braziliensis em 55% dos casos de LT na regido Amazonica e
em 95% dos casos de LT fora da regido Amazonica (Tojal et al., 2006; Brito et al., 2009).
Outros estudos indicam que nos estados de Amazonas, Amapa, Roraima e Pard, Leishmania
guyanensisis € o principal agente etiologico da doenca, sendo associado com mais de 50%
das leishmanioses humanas registradas para toda regido Amazonica brasileira (Romero et
al., 2002; Figueira et al., 2013). Leishmania amazonensis & menos frequente em toda a

regido (Camara Coelho et al., 2011).
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Ja no sudeste brasileiro, a LT é causada principalmente por Leishmania braziliensis com
casos descritos em regides sem florestas primarias, sem reservatérios bem definidos e com
animais domeésticos infectados como hospedeiros acidentais. Um exemplo é o estado do Rio
de Janeiro onde a transmissdo ocorre num padrédo domiciliar ou peridomiciliar, dependente
da adaptacéo do vetor ao peridomicilio (Marzochi and Marzochi, 1994 ; Oliveira-Neto et al.,
2000). Na regido Centro-Oeste a LT foi considerada por muitos anos uma doenca
ocupacional, afetando homens adultos expostos a regides de florestas. Atualmente, a LT esta
em processo de urbanizacdo e de expansdo geogréafica nessa regido, com aumento no nimero
de casos em mulheres e criancas (Couto et al., 2014). Na regido Sul, a LT foi descrita ha
poucas décadas e o estado do Parana conta com 94% dos casos da regido (Baum et al.,
2013). Na regido Nordeste, a transmissao esta associada com resquicios de Mata Atlantica,
onde os vetores e reservatdrios se adaptaram a ambientes modificados, causando transmissao
peridomiciliar (Pinheiro et al., 2013).

A resposta ao tratamento da LT pode variar em funcdo do estado imunol6gico do
hospedeiro, de fatores relacionados ao parasito e possiveis coinfec¢bes (Croft et al., 2001;
Romero et al.,, 2001; Torres et al.,, 2013; Van DenBogaart et al., 2014). No Brasil,
recomenda-se 0 antimoniato de meglumina na dose de 10 a 20 mg do antimdnio
pentavelente (SbY)/Kg/dia, por 20 dias para a forma cutanea e 20 mg Sh¥/Kg/dia por 30 dias
para a forma mucosa. Apesar da sua efetividade, é relatada uma variedade de efeitos
adversos ao tratamento (Tuon et al., 2008; MS, 2013). No Rio de Janeiro, nos altimos 30
anos, o antimoniato de meglumina vem sendo utilizado na dose de 5 mg Sh'/kg/dia com
taxas de cura de 80 a 100% e menos efeitos adversos (Oliveira-Neto et al., 1996; Oliveira-
Neto et al.,1997; Schubach et al., 2005; VVasconcellos et al., 2010).

No Brasil, existem diferentes cenarios de resposta aos antimoniais pentavalentes,

possivelmente relacionados a espécie de Leishmania envolvida (Oliveira-Neto et al., 1997,
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Romero et al., 2001; Teixeira et al., 2008). Adicionalmente, as possiveis variacdes genéticas
encontradas numa mesma espécie poderiam explicar a diversidade de respostas terapéuticas
(Kuhls et al., 2013). Por exemplo, no Rio de Janeiro e Espirito Santo, a boa resposta ao
tratamento poderia ser explicada pela homogeneidade genética de Leishmania braziliensis
(Cupolillo et al., 2003; Baptista et al., 2009). Em outras regides do Brasil, a heterogeneidade
desta espécie poderia influenciar na resposta ao tratamento (Schriefer et al., 2004; Azeredo-
Coutinho et al., 2007; Kuhls et al., 2013).

Apesar dos bons resultados verificados, a experiéncia com doses baixas de antimoniato
de meglumina ainda € restrita ao Rio de Janeiro. Neste estudo, comparou-se a resposta ao
tratamento com antimoniato de meglumina 5mg SbY/Kg/dia de pacientes provenientes do
estado do Rio de Janeiro com pacientes de outros estados, a fim de verificar se a espécie de
Leishmania ou a variabilidade genética de Leishmania braziliensis poderia influenciar na

resposta ao tratamento.

2. Materiais e métodos
2.1 Populacéo de estudo e critérios de selecédo

Foi realizado um estudo com amostras de conveniéncia, no qual foram incluidos 36
pacientes (de um total de 87) diagnosticados com LT adquirida em outros estados (grupo
OE) do Brasil, exceto o estado do RJ, atendidos no Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI/FIOCRUZ) no periodo de 2000 a 2011 e tratados com antimoniato de
meglumina por via intramuscular (5mg ShY/Kg/dia) por 30 dias consecutivos ou em trés
séries intermitentes de 10 dias de tratamento intercaladas com 10 dias de intervalo. Os
pacientes com a forma mucosa foram tratados por um minimo de 30 dias e maximo de 120
dias, de forma continuada ou em séries de 10 dias de tratamento com 10 dias de intervalo,

até a epitelizacdo e desinfiltracdo das mucosas. Alguns pacientes foram excluidos do estudo
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por apresentarem estado provavel de aquisicdo da infeccdo indefinido ou por terem
retornado ao seu estado de origem durante o tratamento, ndo concluindo-o no INI/Fiocruz.
Os pacientes tiveram confirmacdo diagnostica por cultura positiva para Leishmania cujos
isolados se mantinham criopreservados, por visualizacdo das formas amastigotas na
histopatolgia ou por deteccdo de DNA do parasito por PCR.

O grupo do Rio de Janeiro (grupo RJ), constituido por 72 pacientes, foi selecionado
randomicamente entre 0s pacientes que preenchiam os mesmos critérios de inclusdo, exceto
por terem adquirido a infeccdo no estado do Rio de Janeiro. Os dados clinicos e a histéria
clinica dos pacientes foram acessados nos prontuarios medicos.

Cura foi definida como: completa epitelizacdo e desaparecimento de crostas,
descamacdo, infiltracdo e eritema sem recorréncia dentro de um ano apds o tratamento. Ma
resposta foi definida como auséncia de cura progressiva da lesdo apds o término do
tratamento e reativacdo foi definida como reaparecimento da lesdo apds o tratamento inicial,
aparentemente bem sucedido.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INI/FIOCRUZ sob o
namero 18473213.5.0000.5262 e todos 0s pacientes assinaram um termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE).

2.2 ldentificagé@o das amostras de Leishmania

A técnica de Eletroforese de Enzimas Multilocus (MLEE) foi utilizada para
identificacdo da espécie de Leishmania. Utilizamos cinco sistemas enzimaticos de acordo
com Cupolillo et al. (1994): 6PGDH (6-phosphogluconate dehydrogenase, EC.1.1.1.43);
GPI (phosphoglucose isomerase, EC.5.3.1.9); NH (nucleoside hydrolase, 2 locus, EC.
3.2.2.1); G6PDH (Glucose-6-phosphate dehydrogenase, EC.1.1.1.49) and ME (Malic

Enzyme, EC. 1.4.1.9) (Sigma, Steinhein, Germany). Considerando a maioria das espécies
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dermotrdpicas no Brasil, Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), que
constituem amostras de referéncia, foram usadas como controles em todas as corridas

eletroforéticas.

2.3 Avaliagédo da heterogeneidade da regido do ITS2 de Leishmania braziliensis

Esta abordagem foi realizada através dos ensaios de PCR e posterior sequenciamento
dos produtos amplificados, visando comparar amostras de Leishmania braziliensis isoladas
de pacientes do RJ, com amostras de Leishmania braziliensis isoladas de pacientes do grupo
OE. Tais amostras foram selecionadas aleatoriamente e o DNA foi extraido de formas
promastigotas de cultura, usando kit DNAzol (Invitrogen, Life Sciences, USA) de acordo
com instrucdes do fabricante. Apds esse procedimento, o DNA foi estocado a —20°C até a
utilizacdo nos ensaios.

O ensaio de PCR foi direcionado para a regido do ITS2 do DNA ribosomal, utilizando os
iniciadores IR2 (5’-GCGGGTAGTCCI’GCCAAACACTCAGGTCTG) e L5.8SR (5°-
AAGTGCGATAAGTGGTA-3"), gerando um produto de 750 pares de base (pb). Para a
PCR, o volume total da mistura por reacdo foi 25ul, usando 10 pmol/ul para cada primer,
0,2mM de cada deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 3mM MgCl,, e 1U de AmpliTaq
Gold® PCR polymerase (Applied Biosystems). A PCR foi realizada usando a seguinte
estrutura de ciclos: 95°C por 10 min, seguido por 33 ciclos de 95°C por 20 s, 53°C por 30 se
72°C por 1 min, com uma extensdo final de 72°C por 6 min. Todos os produtos da PCR
foram analizados por eletroforese em gel agarose a 2%. Além disso, todos os produtos da
PCR foram purificados usando o Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Crawley, Reino
Unido) seguindo instrugdes do fabricante para o sequenciamento.

O sequenciamento do DNA e todas as sequéncias de nucleotideos foram determinados

usando um sequenciador automatico (3730 DNA Analyzer, Applied Biosystems). Todas as
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sequéncias de nucleotideos obtidas para o alvo molecular foram alinhadas e comparadas
usando o programa Mega versdo 6.0 (Tamura et al. 2011). O mesmo programa foi usado
para estimar a divergéncia genética entre as sequéncias para pacientes dos grupos RJ e OE
gerados com base no algoritmo de Tamura-Nei, usando taxas uniformes e uma delecao

parcial de 95%.

2.4 Andlise dos Resultados

A analise exploratéria dos dados foi realizada pela descricdo de frequéncias das
variaveis qualitativas (género, espécie de Leishmania, forma clinica e localizacdo de lesdes)
e quantitativas (nimero de lesdes e tempo de evolucao das lesbes), além de medidas-resumo
(médias, minimo e maximo) da idade e tempo de tratamento.

O teste de independéncia do qui-quadrado e teste exato de Fisher, no caso de tabelas
2X2 ou com contagens esperadas <5, foram utilizados para verificar a associacdo de fatores
demograficos, clinicos e terapéuticos com a regido de procedéncia dos pacientes (RJ x OE
groups). No caso da associacdo de idade com o ou grupo foi empregado o teste T, visto que
o teste de Kolmogorv-Smirnov ndo rejeitou a hipotese de normalidade ao nivel de 5% de
significancia.

Para a analise dos dados foi utilizado o software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) versdao 16.0. P-valores<0,05 nos testes foram considerados estatisticamente

significativos.

3. Resultados
3.1 Populacéo de estudo
Dos 72 pacientes do RJ, 62,4% eram do género masculino e a media de idade foi de 35

anos (minimo 5 meses e maximo 75 anos). Dos 36 pacientes do grupo OE 72,2% eram do
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género masculino e a média de idade foi de 41,5 anos (minimo 8 e maximo 80 anos). Nao
foi encontrada significancia estatistica quanto a diferenca de idade e sexo entre 0s grupos RJ
e OE (p=0,112 e p=0,826, respectivamente). A maioria dos pacientes do RJ era proveniente
do municipio do Rio de Janeiro (58,3%). Do grupo OE, 42% eram da Regido Norte (9 do
Amazonas, 4 do Parg, 1 de Rondbnia e 1 de Roraima), 33% da Regido Nordeste (3 do Ceara,
3 da Bahia, 2 do Maranh&o, 1 da Paraiba, 1 de Pernambuco, 1 de Sergipe e 1 paciente tinha
como possivel area endémica os estados de Alagoas ou Ceard), 22% eram da Regido Sudeste
(7 de Minas Gerais e 1 do Espirito Santo) e 3% eram da Regido Centro-Oeste (1 de Goias).

Quanto a ocupacdo, 83% dos pacientes do RJ exerciam atividades urbanas, 7% eram
trabalhadores rurais, 3% militares e 7% ignoradas. No grupo OE, 67% dos pacientes
exerciam ocupacdes urbanas, 11% eram trabalhadores rurais, 19% eram militares e 3%
ignoradas.

A apresentacdo clinica mais frequente foi leishmaniose cutanea (LC=73%), seguida por
leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM= 14%) e leishmaniose mucosa (LM=13%). Quarenta e
quatro (41%) pacientes com leishmaniose cutdnea apresentaram lesdo cutanea Unica,
afetando os membros inferiores. O tempo de evolucdo das lesdes cuténeas foi inferior a 3
meses para 65% dos pacientes. A mucosa nasal foi o sitio mais acometido em 59% dos casos

com envolvimento mucoso.

3.2 Identificacdo etiologica das espécies

Leishmania braziliensis foi identificada em 100% dos pacientes do grupo RJ,
classificadas no Zimodema Z27 (Cupolillo et al., 2003). Nenhuma variante isoenzimatica foi
detectada nas amostras desse grupo.

No grupo OE a identificacéo foi possivel em 58% (n=21) dos pacientes. Nesse grupo,

Leishmania amazonensis foi identificada em 1 paciente do estado do Maranhdo e
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Leishmania guyanensis foi identificada em 2 casos oriundos do estado do Amazonas.
Leishmania braziliensis foi identificada em 18 (86%) dos 21 pacientes, dos quais 7 foram
oriundos da Regido Norte (4 do Amazonas, 1 de Rondbnia, 1 de Roraima e 1 do Pard), 6 da
Regido Nordeste (3 da Bahia, 1 do Ceara, 1 do Maranh@o e 1 com area endémica provavel
em Alagoas ou Ceard), 4 da Regido Sudeste (todos de Minas Gerais) e 1 da Regido Centro-
Oeste (Goias). Entre as 18 amostras identificadas como Leishmania braziliensis, 16
apresentaram padréo isoenzimatico Z27 e 2 amostras apresentaram varia¢des nos sistemas
enzimaticos ME, 6PGDH e GPI, em relacdo a referéncia de Leishmania braziliensis, porém,
idénticas entre si. Ambos os casos foram oriundos do estado do Amazonas.

Dos 29 pacientes com envolvimento mucoso (14 do RJ e 15 do grupo OE), todos os 20
isolados foram identificados como Leishmania braziliensis.

A amplificacdo da regido do ITS foi realizada em 12 (13%, n=90) amostras de
Leishmania braziliensis (8 do grupo RJ e 4 do grupo OE) resultando em bandas de cerca de
750 bp para todas as amostras. Por comparagdo com sequéncias depositadas no banco de
dados GenBank a identidade da espécie Leishmania braziliensis foi confirmada para essas
amostras, incluindo as 2 variantes detectadas por isoenzimas.

As estimativas de divergéncia evolutiva média entre as sequéncias de nucleotideos
revelaram que as amostras de Leishmania braziliensis avaliadas apresentaram baixa
diversidade genética intraespecifica (0.006) quando comparadas todas as 12 sequéncias. As
estimativas de divergéncia evolutiva média ao longo de pares de sequéncias dentro dos
grupos de Leishmania braziliensis do RJ e Leishmania braziliensis de OE foi 0,001793 e

0,006162, respectivamente.

3.3 Desfecho Terapéutico
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Dos 108 pacientes estudados, 72% evoluiram para cura no primeiro curso de tratamento
com antimoniato de meglumina (5mg SbhY/Kg/dia). Considerando todos os cursos de
tratamentos adicionais com a mesma dose, 88,9% dos pacientes curaram com 5mg
SbV/Kg/dia. Dos 29 pacientes com envolvimento mucoso, 69% curaram no primeiro curso
de tratamento com 5mg SbY/Kg/dia e 86% curaram com 1 ou 2 cursos de tratamentos
adicionais com a mesma dose. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos RJ e OE. Trés pacientes do RJ group (4,2%) abandonaram o tratamento. Os
esquemas terapéuticos utilizados em cada tratamento, os desfechos terapéuticos e a espécie
de Leishmania envolvida sdo mostrados na Figura. As repeticGes de tratamento foram
realizadas nos 19 (18%) pacientes que evoluiram com reativacao das lesdes (tempo médio =
7 meses) e nos 10 (9%) pacientes que evoluiram com ma resposta inicial ao tratamento. O
tempo de duracdo de tratamento desses pacientes foi em média 3 meses (minimo de 1 més e
méaximo de 13 meses). Nenhuma varidvel estudada teve influéncia no desfecho terapéutico

dentro dos grupos estudados (Tabela).

4. Discussao

Este estudo foi conduzido objetivando investigar se diferentes espécies de Leishmania e
subpopulacdes de Leishmania braziliensis poderiam influenciar a resposta terapéutica com
antimoniato de meglumina na dose de 5mg ShV/Kg/dia, comparando casos de LT ocorridos
no Rio de Janeiro com casos ocorridos em diferentes estados brasileiros.

Leishmania braziliensis foi identificada em 100% das amostras do grupo RJ e em 86%
das amostras identificadas no grupo OE. Leishmania amazonensis (1 caso) e Leishmania
guyanensis (2 casos) foram isoladas de pacientes que contrairam a infeccdo nos estados do
Maranhdo e do Amazonas, respectivamente, corroborando dados epidemiologicos dessas

regides (Vieira-Gongalves et al., 2008; Baptista et al., 2009; MS, 2013; Araujo et al., 2015).
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E discutido se as diferentes espécies de Leishmania respondem de forma diferenciada
ao tratamento pelos antimoniais pentavalentes (Romero et al., 2001; Rodrigues et al., 2006).
No presente estudo, dos 90 pacientes infectados por Leishmania braziliensis, 71% evoluiram
para cura no primeiro curso de tratamento e 15% no segundo curso de tratamento com dose
de antimonial pentavalente de 5 mg ShY/Kg/dia. E interessante destacar que entre as
amostras de Leishmania braziliensis analisadas neste estudo, 2 variantes isoenzimaticas
foram identificadas no grupo OE. Esse dado mostra maior nivel de heterogeneidade genética
neste grupo em compara¢do com amostras de Leishmania braziliensis do grupo RJ, que
mostrou uma estrutura populacional homogénea. Além disso, maior variabilidade genética
também foi encontrada em amostras do grupo OE, quando comparadas as amostras do grupo
RJ, analisando-se a regido ITS do DNA de 12 isolados de Leishmania braziliensis.

E discutido se a variabilidade genética, encontrada em subpopulacfes de Leishmania
braziliensis poderia ser um fator importante no desfecho terapéutico (Torres et al., 2010;
Rojas et al., 2010). Nossos resultados e outros estudos (Ishikawa et al., 2002; Cupolillo et
al., 2003; Baptista et al. 2009; Oliveira et al., 2013) indicam que a populagéo de Leishmania
braziliensis que circula no estado do Rio de Janeiro apresenta um padrdo genético
homogéneo, com baixa variabilidade, fato que ajudaria a explicar a boa resposta terapéutica
relatada nessa regido quando comparada as regides onde circulam diferentes zimodemas
(Kuhls et al., 2013). A resposta terapéutica ao antimonial pentavalente costuma ser mais
variada em regides fora do estado do Rio de Janeiro, onde circulam outras espécies de
Leishmania e ha maior variabilidade genética de Leishmania braziliensis (Oliveira-Neto et
al., 1997; Romero et al., 2001; Schubach et al., 2005; Teixeira et al., 2008). Entretanto,
nossos resultados sugerem que, independente da origem geografica ou variabilidade
geneética, casos provocados por Leishmania braziliensis podem responder ao tratamento com

baixa dose de antimoniato de meglumina.
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A presenca de lesdo cutdnea unica foi prevalente nos casos estudados (79%), de
acordo com os padrBes clinicos classicos caracteristicos da LT causada por Leishmania
braziliensis no Brasil.

Acredita-se que a forma mucosa seja uma manifestacdo metastatica da LT (Castellucci
et al., 2005). Neste estudo, Leishmania braziliensis foi a Unica espécie identificada nos
pacientes com envolvimento mucoso. Esta espécie é a principal responsavel pela forma
mucocutanea na América do Sul, levando ao desenvolvimento de 4 a 5 % desses casos
dentre o total de casos de LTA (Amato et al., 2008). Neste estudo, 0 nimero de pacientes
com envolvimento mucoso foi semelhante entre os grupos RJ e OE sugerindo auséncia de
relacdo entre a presenca de lesdes mucosas e a maior ou menor variabilidade genética de
Leishmania braziliensis. Estudos anteriores realizados no Rio de Janeiro observaram
auséncia de correlacdo entre padrdes genotipicos de Leishmania e manifestacdo clinica
(Baptista et al., 2009).

Diferentes formas clinicas de LT, causadas por Leishmania braziliensis, foram
associadas a diferentes subpopulagdes, distribuidas em diferentes locais do estado da Bahia
(Schrieferet al. 2009). Segundo os autores, diferencas significativas foram observadas na
distribuicdo espacial de LM e leishmaniose disseminada, observando-se concordancia com a
distribuicdo da doenga e gendtipos de Leishmania braziliensis associados a elas. Os 3 casos
aqui estudados, oriundos da Bahia, foram causados por Leishmania braziliensis, tendo um,
apresentado lesdo mucosa e os outros dois lesdo cutanea localizada. Nao foi verificada
variacdo isoenzimatica nestes isolados em relacdo a cepa referéncia de Leishmania
braziliensis.

A utilizacdo do esquema alternativo de antimonial pentavalente também mostrou-se
eficaz no tratamento da LM, diferente do indicado na literatura (MS, 2013). Dos 29 casos

deste estudo que apresentaram envolvimento mucoso, 69% apresentaram cura no primeiro
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curso de tratamento com 5mg SbhV/Kg/dia e 86% responderam a cursos de tratamentos
adicionais com a mesma dose. No acometimento mucoso, a dose de medicamento
recomendada é de 20mg SbV/kg/dia, por 30 dias e, nesta dosagem, o antimonial pode atingir
seu limiar de toxicidade e provocar efeitos adversos que levem a suspensdo do tratamento
(MS, 2013). O uso do antimonial na dose de 5mg SbV/Kg/dia promove a diminui¢do dos
efeitos adversos, sem maior prejuizo da eficacia desse esquema (Oliveira-Neto et. al., 1996;
Oliveira-Neto et.al., 1997; Schubachet. al., 2005).

De acordo com a literatura, a eficiéncia do antimoniato de meglumina para L.
guyanensis pode variar de 26,3% (Romero et al., 2001) a 81,6% (Talhari et al., 1985) e
apesar do antimonial ser a primeira droga de escolha para o tratamento da LT no Brasil, na
regido amazonica, a pentamidina tem sido a droga eleita para o tratamento de pacientes
infectados com esta espécie (Talhari et al., 1988;Gadelha et al., 2015). Dos dois pacientes
infectados por Leishmania guyanensis e com ma resposta ao primeiro curso de tratamento,
um evoluiu para cura apds o segundo tratamento com 5mg SbhV/kg/dia, apesar da esperada
ma resposta dessa espécie aos antimoniais (Couto et al., 2014). Desta forma, a realizacdo de
um estudo multicéntrico para verificar a resposta de pacientes infectados por L. guyanensis
ao tratamento alternativo com 5 mg ShV/Kg/dia seria interessante, visto que o custo de
tratamento com a Pentamidina é maior se comparado aos antimoniais (Ourives-Neves et al.,
2011).

O unico paciente infectado por Leishmania amazonensis deste estudo apresentou a
forma cutéanea classica, com lesdo Unica, que geralmente responde de forma satisfatoria ao
antimonial (Schubach et al., 2005), evoluindo para cura no primeiro curso de tratamento.

Os trés pacientes do Rio de Janeiro que abandonaram o tratamento obtiveram ma
resposta terapéutica do primeiro até o quarto curso de tratamento, utilizando diferentes

esquemas e drogas, ndo obtendo cura. Provavelmente, por esta razdo, ndo retornaram para
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continuar o tratamento. Desses pacientes um era portador do virus HIV e apresentava
tuberculose intestinal, outro era uma crianca de 9 anos e 0 outro uma paciente que
desenvolveu pancreatite com o uso da anfotericina B.

No geral, se considerarmos os resultados dos 108 pacientes, 87% evoluiram para
cura com antimoniato de meglumina na dose de 5mg ShY/kg/dia com até dois cursos de
tratamento, sendo importante lembrar que o critério de falha terapéutica proposto pelo MS
envolve dois esquemas regulares consecutivos (MS, 2013).

Em resumo, este estudo mostrou evidéncias de que pacientes infectados por
Leishmania braziliensis cuja infeccdo foi adquirida em diferentes regiGes do Brasil podem
responder de forma satisfatoria ao tratamento com antimoniato de meglumina utilizando o
esquema com 5mg ShY/kg/dia. Sugere-se que a resposta terapéutica nao esteja relacionada
unicamente a maior ou menor variabilidade genética ou espécie envolvida na infeccao e que

tal esquema terapéutico possa ser utilizado em outras regides, além do Rio de Janeiro.
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Tabela

Variaveis avaliadas no grupo de pacientes estudados (Rio de Janeiro e outros estados) atendidos no
ambulatorio do Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, RJ (2000-2011) segundo o desfecho terapéutico.

Desfecho Tratamento Desfecho Tratamento
Variaveis Grupo RJ (%) Grupo OE (%)
Cura Né&o Cura Cura Né&o Cura
Sexo
Feminino 15(30,6%) 7(30,4%) 7 (24,1%) 3 (42,9%)
Masculino 34 (69,4%) 16 (69,6%) 22(75,9%) 4 (57,1%)
Apresentagdo Clinica
Leishmaniose Cutanea 41 (83,7%) 17 (73,9%) 17 (58,6%) 4 (57,1%)
Leishmaniose Cutdneomucosa 0 (0%) 2(8,7%) 11(37,9%) 1 (14,3%)
Leishmaniose Mucosa 8(16,3%) 4 (17,4%) 1 (3,4%) 2 (28,6%)
NUmero de lesbes cutaneas
1 leséo 28 (57,1%) 11 (52,4%) 16 (59,3%) 4 (57,1%)
2 lesbes 11 (22,4%) 5(23,8%) 7(25,9%) 1 (14,3%)
3 lesbes 5 (10,2%) 2 (9,5%) 2 (7,4%) 1 (14,3%)
> 3 lesbes 5(10,2%) 3 (14,3%) 2 (7,4%) 1 (14,3%)
Duracéo das lesdes cutaneas
< 3 meses 39 (79,6%) 17 (73,9%) 10(34,5%) 4 (57,1%)
>3 meses 10 (20,4%) 6(26,1%) 19 (65,5%) 3 (42,9%)
Localizacdo das lesdes cutaneas
Membros inferiores 12 (24,5%) 8(38,1%) 17 (65,4%) 2 (28,6%)
Membros superiores 13 (26,5%) 2 (23,8%) 2 (7,7%) 1 (14,3%)
Membros inferiores e superiores 3 (6,1%) 1 (4,8%) 0 (0%) 2 (28,6%)
Outras 21 (42,9%) 7(33,3%) 7(26,9%) 2(28,6%)
Localizacdo das lesBes mucosas
Nariz* 2(25%) 1(16,7%) 8(61,5%) 2 (66,7%)
Boca 1(12,5%) 1(16,7%) 1(7,7%) 0 (0%)
Nariz e boca** 2 (25%) 0 (0%) 2 (15,4%) 0 (0%)
Outras 3(37,5%) 4(66,7%) 2(154%) 1(33,3%)

Nenhuma das variaveis acima tiveram significancia estatistica no desfecho terapéutico, dentro dos grupos (RJ e
OE)

* 1 paciente com lesdes no nariz e faringe e 1 com lesdes no nariz e laringe

** 2 pacientes com lesBes no nariz, boca e laringe; 1 paciente com lesdes no nariz, boca e faringe; 1 paciente
com lesdes no nariz, boca, faringe e laringe

41



Pacientes (n=108)

Grupo OE (n=36)
l 18=1p2=XIg l1=1La

o

[ Tratamento 1 (Smg SbY/Kg/dia) ] { Tratamento 1 (Smg SbY/Kg/dia) ]
) | L
[emen)  (anem | (e
“ 3 3-1
we || &2
L]
Cwra (o= 14) Tratamento 2
11~ Smg SOV gilia . } .
Cwa (o=5) Nao oma (n=2)
5=5mg StV/Kg/dia 1=Lb (Smg StY/Kg/dia)
2=Lb 1=Lg(L)
1-Ig i
——
2= Smg SbY/Kg/tia ‘ 0nlra.(n= 1) N'nn;a(n= )
1-IL 1-1b (AnfotxicinaB) 1-Lg (Smg SbY/Kg/dia)
|

2= Anfotexicina B

_

tratamento
3 abandanas de 1=Lg (Anfotericina
Cwa(=2) Lg( B)
2= Anfotcricina B

Figura — Esquema ilustrando as espécies de Leishmania identificadas, tratamentos utilizados e
desfecho terapéutico dos pacientes atendidos no ambulatério do Laboratério de Pesquisa Clinica e
Vigilancia em Leishmanioses, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, RJ (2000-2011).

Lb — Leishmania braziliensis
Lg — Leishmania guyanensis

La —Leishmania amazonensis
IL — Tratamento Intralesional
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b.  Artigo 2:

Instestinal helminth coinfection is associated with mucosal lesions and poor response to

therapy in American tegumentary leishmaniasis

Artigo publicado no periddico Acta Tropica, 2016; 154:42-9

Parasitos intestinais possuem elevada prevaléncia em diversas regides do Brasil e,
pouco se sabe sobre a influéncia da coinfeccdo por esses parasitos no perfil clinico e
resposta terapéutica na LTA. Geralmente, ndo se d& grande importancia a uma infec¢éo
intestinal parasitaria, principalmente quando o paciente desenvolve uma doenca mais
grave. Sabendo-se que a resposta imune na LTA é predominantemente do tipo 1 e que
esta é responsavel pela resolugdo da doenca, levantamos a hip6tese de que uma possivel
resposta do tipo 2, produzida na infecgcdo por helmintos intestinais, poderia influenciar o
curso clinico e terapéutico da LTA. O estudo foi composto por um total de 109 pacientes
tratados com o esquema de baixa dose (5mgShV/Kg/dia) de antimoniato de meglumina,
dos quais 30 (27,5%) estavam coinfectados com parasitos intestinais. O desenvolvimento
de lesdes mucosas foi significantemente maior para o grupo de pacientes coinfectados
com helmintos intestinais, mas ndo para os coinfectados por protozoarios. Dentre 0s
helmintos intestinais encontrados, os nematddeos, principalmente A. lumbricoides,
tiveram maior significancia estatistica neste contexto. Os pacientes coinfectados por
helmintos intestinais precisaram de um tempo maior para obter a cura das lesdes e
apresentaram uma freqiiéncia trés vezes maior de méa resposta quando comparados aos
pacientes sem esta coinfeccdo. Isto pode ser devido a maior ocorréncia da LM neste
grupo. Na resposta imune da LM, elevados niveis de TNF-a e IFN-y sdo observados. A
coinfeccdo por helmintos possivelmente inibe a resposta tipo 1, devido a producao
elevada de IL-4, IL-5, IL-10 e outros fatores, responsaveis por uma resposta tipo 2.
Ascaris lumbricoides tem sido associado a uma forte polarizacdo da resposta tipo 2.
Nossos resultados confirmam uma influéncia deletéria da infeccdo por parasitos

intestinais, sobretudo os helmintos, na LTA.

Esse artigo responde ao objetivo n° 3 desta tese
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The most severe clinical form of American tegumentary leishmaniasis (ATL) due to Leishmania braziliensis
is mucosal leishmaniasis (ML), characterized by destructive lesions in the facial mucosa. We performed
a retrospective cohort study of 109 ATL patients from Rio de Janeiro State, Brazil, where ATL is caused
by L. braziliensis, to evaluate the influence of intestinal parasite coinfections in the clinical course of ATL.
Parasitological stool examination (PSE) was performed with samples from all patients by the sedimenta-
tion, Kato-Katz and Baermann-Moraes methods. The diagnosis of ATL was made from lesion biopsies by
direct observation of amastigotes in Giemsa-stained imprints, isolation of Leishmania promastigotes or
histopathological examination. All patients were treated with meglumine antimoniate. Patients with pos-
itive PSE had a frequency of mucosal lesions significantly higher than those with negative PSE (p <0.005).
The same was observed for infections with helminths in general (p<0.05), with nematodes (p <0.05)
and with Ascaris lumbricoides (p <0.05), but not for protozoan infections. Patients with intestinal par-
asites had poor response to therapy (therapeutic failure or relapse) significantly more frequently than
the patients with negative stool examination (p <0.005). A similar difference (p<0.005) was observed
between patients with positive and negative results for intestinal helminths, but not for intestinal proto-
zoa. Patients with positive PSE took significantly longer to heal than those with negative PSE (p <0.005). A
similar difference was observed for intestinal helminth infections (p <0.005), but not for protozoan infec-
tions. Our results indicate a deleterious influence of intestinal helminth infections in the clinical course
of ATL and evidence for the first time an association between ML and these coinfections, particularly with

nematodes and A. lumbricoides.
© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Bogaart et al.,, 2013, 2014). Clinical and immunological character-
istics of cutaneous and mucosal leishmaniasis patients coinfected

The HIV pandemic has taught us that concomitant infection with
a different pathogen may alter dramatically the clinical expression
of leishmaniasis, both visceral (Peters et al., 1990) and cutaneous
(Coura et al., 1987). Differences in clinical and immunological fea-
tures have beenreported between patients with malaria-associated
visceral leishmaniasis and those without this coinfection (van den

* Corresponding author.
E-mail address: mendonca@ioc.fiocruz.br (S.C.F. Mendonga).

http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2015.10.015
0001-706X/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

with pathogenic mycobacteria have also been described (Delobel
etal, 2003; Matos et al., 2005). However, little is still known about
the effect that intestinal parasite coinfections may have on leish-
maniasis.

Leishmania (Viannia) braziliensis is the main causative species of
American tegumentary leishmaniasis (ATL) in Brazil (Leite et al.,
2012) and is virtually the only causative agent of ATL in the state of
Rio de Janeiro (Vieira-Gongalves et al., 2008), where this study was
conducted. In fact, there is only one report of another dermotropic
Leish ia species (Leish amazonensis) causing human dis-
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ease in Rio de Janeiro state, in Paraty, very close to the border
of the state of Sdo Paulo (Azeredo-Coutinho et al., 2007). The
human infection with Leishmania braziliensis may result in cuta-
neous and mucosal lesions (Gomes-Silva et al., 2007). The majority
of L. braziliensis-infected patients present cutaneous leishmaniasis
(CL), with lesions restricted to the skin. Lesions in nasal and/or oral
mucosa may develop in a small proportion of patients (Jirmanus
etal,, 2012),characterizing the severe clinical form termed mucosal
leishmaniasis (ML). ML, also known as mucocutaneous leishma-
niasis, because one or more cutaneous lesions usually precede or
may be still present during the development of this clinical form, is
defined by destructive lesions of nasal, oral and pharyngeal mucosa,
which, in the absence of adequate treatment, may progress to a
mutilating and disabling disease (Goto and Lindoso, 2010). In Brazil,
leishmaniasis is a compulsory notification disease. According to the
Information System (Sinan) of the Brazilian Ministry of Health, ML
accounted for 15.6% of ATL cases notified in Rio de Janeiro state
during the period of 1999-2013. A proportion of 12.7% of mucosal
leishmaniasis was reported among a series of patients studied at
INI-Fiocruz (de Oliveira-Neto et al., 2000).

L. braziliensis infection in humans is characterized by a proin-
flammatory cytokine response, with high production of T helper
(Th) 1 cytokines (Silveira et al., 2009; Souza et al., 2012). Although
an exacerbated Th1 response may lead to tissue damage and be
associated with to the immunopathogenesis of ML (Bacellar et al.,
2002), Th1 cytokines, such as interferon (IFN)-y and tumor necro-
sis factor (TNF)-a, are indispensable for the control of Leishmania
infection in macrophages (Green et al., 1990), the major host cells
for this parasite in their mammalian hosts (Naderer and McConville,
2011). On the other hand, infections with intestinal helminths
are associated with type 2 responses (Pulendran and Artis, 2012),
which are able to inhibit Th1 responses and IFN-y production (Del
Prete, 1998).

This retrospective study aimed at evaluating the influence of
intestinal parasites in the clinical course of ATL and its putative
association with ML.

2. Materials and methods
2.1. Patients

We performed a retrospective study based on records of the
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz). The Laboratory of Leishmaniasis Surveil-
lance of INI-Fiocruz is a referral center for the investigation of
patients with suspected leishmaniasis and treatment of diagnosed
cases, located in the city of Rio de Janeiro, Brazil. More than 90% of
ATL cases in the municipality of Rio de Janeiro and at least 50% of
the cases in the state of Rio de Janeiro are diagnosed and treated at
INI-Fiocruz.

All American tegumentary patients from Rio de Janeiro State,
treated in INI-Fiocruz with the antimonial schedule described
below during the period of November 11, 2004, to November 22,
2006, were studied. The main demographic and clinical data of
those patients are shown in Table 1.

The transmission of cutaneous leishmaniasis in Rio de Janeiro
State is domestic and peridomestic (Souza et al., 1992). Occupations
are not a risk factor in this context. The most frequent occupa-
tions of the patients were: student (23.9%), housewife (13.8%), brick
mason (8.3%) and farmer (6.4%). Each of the other occupations
accounted for less than 3.7% of the cases.

2.2. Diagnosis of American tegumentary leishmaniasis

The epidemiological history of the patients was investigated,
and clinical, dermatological and otorhinolaryngological examina-

tions were performed as previously described (Oliveira-Neto et al.,
2000; Schubach et al., 2005). All cases were parasitologically diag-
nosed. The diagnosis of ATL was made by isolation of promastigote
forms of Leishmania from lesion biopsies, or by observation of
amastigote forms in histopathological sections, in tissue samples
obtained through biopsy of the lesions, performed in all patients.
The biopsy specimen was divided into several fragments. One of
them was used to make Giemsa-stained imprints and was then
fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin and stained
with haematoxylin-eosin, PAS, Grocott and Ziehl-Neelsen for
histopathological examination. Another fragment was cultured in
enriched blood agar medium (NNN) for the isolation of promastig-
ote forms of Leishmania(Fagundesetal.,2010). Leishmania parasites
were isolated from 88 patients (80.7%), amastigotes were seen by
direct examination of Giemsa-stained material from lesion biopsies
from 39 patients (35.8%) and by histopathological examination in
43 cases (39.4% of the patients). Forty-seven of the isolates were
submitted to species characterization by multilocus enzyme elec-
trophoresis (MLEE), performed according to previously described
procedures (Cupolillo et al.,, 1994). Five enzyme systems were
used: glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH, EC.1.1.1.49),
6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGDH, EC.1.1.1.43), glucose
phosphate isomerase (GPI, EC.5.3.1.9), nucleoside hydrolase (NH, 2
loci, EC. 3.2.2.1) and malic enzyme (ME, EC.1.1.1.40). All the sam-
ples analyzed by MLEE in this study were identified as L. braziliensis
as they showed electromorphic profiles similar to the L. brazilien-
sis reference strain MHOM/BR/75/M2903 (Ferreira et al., 2015). No
isoenzymatic variants were observed. Among these isolates, 42
were from CL cases and five from ML cases.

2.3. Parasitological stool examination and treatment of intestinal
parasites

Parasitological stool examination was routinely performed in
all ATL patients attended at the leishmaniasis outpatient unit of
INI/Fiocruz during the study period using the sedimentation, Kato-
Katz and Baermann-Moraes methods. The presence of eggs in
stool samples was determined with a thick smear technique using
the Kato-Katz method (Katz et al., 1972; Peters et al., 1980). For
detection of Strongyloides stercoralis, 25 g of fresh stool were exam-
ined using the Bearmann-Moraes technique (Carvalho et al., 2012).
The presence of protozoa was verified by a modified Hoffmann
(Hoffmann et al.,, 1934) consisting in the centrifugation of 5g of
stool diluted in water and examination of the sediment by light
microscopy.

The patients were treated for the pathogenic intestinal parasites
found before the onset of specific therapy for leishmaniasis. The
therapeutic schemes used were those recommended by the Brazil-
ian Ministry of Health: for Ancylostomidae, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, albendazole 400 mg, sin-
gle dose; for S. stercoralis, albendazole 400 mg/day for 3 consecutive
days; for Schistosoma mansoni, praziquantel 50 mg/kg, single dose;
for Entamoeba histolytica and Giardia lamblia, secnidazol 2 g, sin-
gle dose. All treatments were given by oral route. The infections
with Blastocystis hominis, Entamoeba coli and Endolimax nana were
asymptomatic and were not treated.

2.4. Leishmaniasis treatment and follow-up

All patients were treated with meglumine antimoniate, 5mg
Sb/kg/day for 30 days (Oliveira-Neto et al., 1997), administered
intramuscularly, at the leishmaniasis outpatient unit of INI-Fiocruz,
and all of them completed the 30 day schedule. Concerning the
outcome of antimonial therapy, cure was defined as complete
epithelialization of the lesions without any sign of inflammation
including nodules, papules, erythema, edema, itching or scale. In
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Table 1
Main clinical and demographic characteristics of the study patients.

Clinical and demographic characteristics

Cutaneous leishmaniasis

Mucosal leishmaniasis® Total of patients

Number of patients 99

Age (years) 35.9+15.0
Sex composition (M/F) 61/38

LST® (mm) 19.0+12.6°

Time of evolution (months) 3.8+98

10 109
37.0421.6° 3614157
91 70/39
1554113 18.74£12.0°
6.5+8.0° 40+100°

2 Among them, 3 had only mucosal lesions and 7 had concomitant cutaneous lesions.

b Mean=+SD.
© LST—Leishmanin skin test.

ML cases clinical cure was assessed by fiber optic ENT (ears, nose
and throat) endoscopy as previously described (Oliveira-Neto et al.,
2000; Schubach et al., 2005). If cure was not achieved within
three months after the end of the therapy, this was considered
as therapeutic failure (de Azeredo-Coutinho and Mendonga, 2002).
Relapse was defined as the reappearance of the inflammation signs
described above or ulceration in the lesions after the achievement
of clinical cure, as defined above. In case of therapeutic failure or
relapse, the described antimonial schedule was repeated. In case of
therapeutic failure after completion of a second antimonial treat-
ment, the drug used was amphotericin B. Cure was eventually
obtained for all patients. This study was approved by the Ethics
Review Committee of INI-Fiocruz, Brazilian Ministry of Health.

2.5. Statistical analysis

In the statistical analysis of the data, the following tests were
used. The Fisher test was used for the analysis of 2 x 2 contingency
tables. The Mann-Whitney test was used to compare continuous
variables. The log-rank (Mantel-Cox) test was employed to com-
pare the healing time between the study groups. Odds ratio (OR)
and its respective confidence interval (CI) was used as a measure of
the association among the variables. A p-value less than 0.05 was
considered significant.

3. Results
3.1. Study patients and intestinal parasite coinfections

Table 2 shows the intestinal parasite coinfections found in the
109 studied ATL patients. Thirty patients (27.5%) were diagnosed
with intestinal parasite coinfections. Fifteen (13.8%) of them har-
bored helminth infections, 14 (12.8%) had intestinal protozoan
infections and one patient was coinfected with intestinal protozoa
and helminth.

With regard to demographic data, there was no significant dif-
ference among the age composition of the ATL patients coinfected
with intestinal parasites in general, those coinfected with intesti-
nal helminths, those coinfected with intestinal protozoa and those
without intestinal parasite coinfection. The mean ages (SD) of these
groups were respectively 38.5(16.7),42(16.7),36.5(17.4) and 35.1
(15.3) years. The gender distribution was not significantly different
between the patients coinfected with intestinal parasites in general
and those who had not intestinal parasites (respectively 16 male/14
female and 50 male/29 female). There was a significant difference
(p<0.05) between patients coinfected with intestinal helminths
and those coinfected with intestinal protozoa with regard to gender
composition, respectively 14 male/2 female and 7 male/8 female,
but not between any of these groups and the patients who had not
intestinal coinfections.

The patients coinfected with intestinal parasites in general,
those coinfected with intestinal helminths, those coinfected with
intestinal protozoa and those without evidence of intestinal par-
asite coinfection had the following clinical features, respectively:

Table 2
Intestinal parasite coinfections found in the study patients.

Intestinal parasite(s) Number of patients

H e E S AWN==h N===aNNWWwO

Helminths (total of infections)
Ancylostomidae*

Ascaris lumbricoides
Strongyloides stercoralis
Trichuris trichiura

Enterobius vermicularis
Schistosoma mansoni

S. mansoni, S. stercoralis
Ancylostomidae?, S. stercoralis

Protozoa (total of infections)

-Blastocystis hominis

—Entamoeba coli

—Entamoeba histolytica

~Giardia lamblia

~Endolimax nana

~E. nana, E. histolytica

~E. histolytica, E. coli

~G. lamblia, E. histolytica

Helminth and protozoa (E. coli, E. histolytica, S. mansoni)
Patients with intestinal parasite infections 30
Patients with negative parasitological stool examination 79
Total of patients 109

2 Necator americanus and Ancylostoma duodenale are both present in Rio de Janeiro
State but the former species is the most prevalent.

number of lesions (7.6 £22.1,11.6 +£29.8,3.0+4.6 and 3.3+ 11.3),
duration of the lesions in months (7.6 +17.6, 5.4+7.4, 9.7+ 24.0
and 2.6+ 1.8) and size of the largest cutaneous lesion in mm
(38.1+21.7, 35.4+21.8, 43.8+23.6 and 32.9+ 14.3). We could
not find differences between these patient groups concerning the
above-mentioned clinical features, except between the patients
coinfected with intestinal parasites in general and the patients with
negative parasitological stool examination with regard to the dura-
tion of disease at the time of diagnosis, respectively 7.6 +17.6 and
2.6 + 1.8 months (p <0.05).

3.2. Intestinal parasite coinfections and mucosal leishmaniasis

ML was significantly more frequent (p <0.005, OR 0.13, 95% CI
0.03101 to 0.5425) among the patients with intestinal parasites
than among those who were free of these coinfections (Fig. 1a).
Patients with helminth coinfections had also a frequency of ML
significantly higher (p<0.05, OR 0.21, 95% CI 0.05091 to 0.8408)
than those without helminths (Fig. 1b). The same difference was
observed for nematode (p<0.05, OR 0.04, 95% CI 0.003327 to
0.5007) (Fig. 1c) and A. lumbricoides (p<0.05, OR 0.15, 95% CI
0.03557 to 0.6326) (Fig. 1d) infections, but not for protozoan infec-
tions (data not shown).

3.3. Intestinal parasite coinfections and response to antimonial
therapy

Among the 109 patients studied, fifteen had poor response to
therapy: three with therapeutic failure and 12 having relapsed,

46



R.B.G. Azeredo-Coutinho et al. / Acta Tropica 154 (2016) 42-49 45

PSE + PSE -
A N=30 N=79 ML
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HELM + HELM -
B N=15 N=94 i
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94%
NEMAT + NEMAT -
c N=13 N =96 ML
CL
69%
Al + Al -
D =3 N =106

Fig. 1. Distribution of clinical forms, mucosal leishmaniasis (ML) and cutaneous
leishmaniasis (CL), in American tegumentary leishmaniasis patients with positive
(+) or negative (—) i ical stool inations (PSE) for (A) intestinal par-
asites in general (PSE), (B) helminths (HELM), (C) nematodes (NEMAT), and (D) A.
lumbricoides (Al). ML was significantly more frequent in the PSE +, HELM +, NEMAT +
and Al + groups than in PSE - (p <0.005), HELM -, NEMAT - and Al - (p<0.05) groups,
respectively (Fisher test).

according to the definitions described above. Poor response to ther-
apy was significantly more frequent (p<0.005, OR 0.23, 95% CI
0.07377 to 0.6912) in the group of patients with intestinal para-
sites than in the group with negative stool examination (Fig. 2a). A
similar difference (p <0.005, OR 0.20,95% C1 0.06768 to 0.6102) was
observed between patients infected and non-infected with intesti-
nal helminths (Fig. 2b), but not between patients infected or not
with protozoa (data not shown).

PSE+ PSE-
A N =30 N=79
CURED
90%
B HELM+ HELM-
N=15 N =94
CURED
57% CURED
87%

Fig. 2. Influence of intestinal parasite coinfections in the clinical outcome (response
to antimonial therapy) of American tegumentary leishmaniasis patients. (A) out-
come (CURED or NOT CURED, meaning therapeutic failure or relapse) in the groups
with positive (+) or negative (—) ical stool ions (PSE). (B)
outcome in the groups with positive (+) or negative (—) helminth (HELM) stool
examinations. Poor response to therapy (therapeutic failure or relapse) was sig-
nificantly more frequent in the PSE + and HELM + groups than in PSE— and HELM—
groups, respectively (p <0.005, Fisher test).

3.4. Intestinal parasite coinfections and time to heal

Patients with intestinal parasites took significantly longer
(p<0.005) to heal their lesions than those free from these coin-
fections (Fig. 3a). A significant difference (p<0.005) was found
between the patients with helminth infections and those without
helminths (Fig. 3b). There was no difference in this regard between
patients infected or not with protozoa (data not shown).

4. Discussion

Helminths are multicellular parasites that cause chronic infec-
tion with a slow rate of increase in parasite loads (Wilson and
Maizels,2004). The mammalian hostimmune response to helminth
infection has been consistently characterized as a Th2 response,
typically involving the cytokines interleukin (IL)-4, IL-5, IL-10 and
IL-13, immunoglobulin E (IgE) and specific effector cells, such as
mast cells and eosinophils (Maizels and Yazdanbakhsh, 2003). This
Th2 response is generally suited for the control of such infec-
tions. However, during coevolution with their hosts, these parasites
have developed regulatory pathways to prevent protective Th2
responses (Taylor et al., 2012). Cytokines such as tumor necro-
sis factor (TGF)-f and IL-10, and CD4 +Foxp3+ T regulatory cells
(Treg) participate in Th2 suppression (Taylor et al., 2012). Helminth
infections are associated with downmodulated responsiveness to
bystander antigens (Greene et al., 1983), vaccines (Sabin et al.,
1996; Cooper et al., 1998), allogeneic transplants (Liwski et al.,
2000), and even mitogens (Soulsby, 1987). With respect to concur-
rent infections, helminth parasitism has been shown to be either
protective (Fox et al., 2000; Nacher et al., 2001) or deleterious
(Rocha et al., 1971; Elrefaei et al., 2003).
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Fig. 3. (A, B) Comparison between American tegumentary leishmaniasis patients (ATL) with positive and negative parasi ical stool ion (PSE + and PSE —,

respectively) and (C, D) between patients with positive and negative results of stool examination for helminth coinfection (HELM + and HELM —, respectively). (A, C)
Percentages of patients with active disease during time after treatment and (B and D) median healing times and quartiles.

There is a consensus that the control of Leishmania infection
requires a Th1 response and macrophage activation (Soong et al.,
2012). On the other hand, susceptibility to this parasite has been
associated with Th2 (Locksley et al., 1987) and Treg (Sacks and
Anderson, 2004) responses, both of them induced by helminth
infections. In this sense, it could be expected that helminth coin-
fection influences negatively the clinical course and outcome of
human leishmaniasis. In fact, in a prospective cohort study carried
out in an area where CL is predominantly caused by L. braziliensis,
in Bahia State, Brazil, it was shown that CL patients coinfected with
helminths took longer to heal than CL patients without helminth
coinfection. In that study, the authors also assessed the cytokine
response (IFN-y and IL-5) in supernatants of L. braziliensis antigen-
stimulated cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from CL patients coinfected with helminths and without evidence
of helminth coinfection, but they did not find differences between
the two groups in this regard. Total IgE levels were apparently
higher in the coinfected group but the difference between the
groups was not statistically significant (O’Neal et al., 2007). Our
results indicate a deleterious influence of helminthic coinfection
in the course of CL in another area of L. braziliensis transmission
(Rio de Janeiro State). Although the infecting Leishmania species
was determined in less than 50% of our patients, all isolates were
characterized as L. braziliensis. Thus, considering that all patients
were from Rio de Janeiro, an area of L. braziliensis transmission
(Vieira-Gongalves et al., 2008; Azeredo-Coutinho et al., 2007), it
is reasonable to assume that L. braziliensis was the causative agent
in all cases. Besides this similarity between the two areas, there are
important differences between them. The cited study (O’'Neal et al.,
2007) was conducted in an agricultural rural area and, as expected,
the prevalence of helminth infection was extremely high in those
patients (almost 90%). In Rio de Janeiro State, howewer, American
tegumentary leishmaniasis transmission generally occurs within
metropolitan areas (Oliveira-Neto et al., 1988; Rangel et al., 1990;
de Oliveira-Neto et al., 2000). This fact can account for the lower

prevalence of helminth infection found in our patients (13.8%). Our
findings are in agreement with the enteroparasitosis prevalence
previously found in patients assisted in the hospital where the
present study was conducted (Neto et al., 2009).

Besides taking a longer time to heal than the helminth-free
patients, the CL patients coinfected with helminths had a more
than three times higher frequency of poor response to therapy
(therapeutic failure or relapse) than the patients without helminth
coinfection (p<0.005). The higher proportion of ML in the group
with intestinal helminth coinfection may have contributed to
the poorer response to therapy observed in this group as com-
pared to the patients without evidence of helminth coinfection.
As expected, the frequency of therapeutic failure was significantly
higher (p<0.0005, OR 0.07, 95% CI: 0.01362 to 0.3503) and time to
heal was significantly longer (p<0.001) in ML patients than in CL
patients.

The fact that no difference was found in the clinical course or
outcome of CL between the groups infected and non-infected with
protozoa indicate that the well known immunomodulatory effects
of helminth coinfection on the immune response to other antigens
(Greene et al., 1983; Sabin et al., 1996; Cooper et al., 1998; Liwski
et al., 2000) are responsible for the delay of cure and the worse
response to therapy found in the helminth-coinfected patients.

The present study reveals, for the first time, an association
between ML and intestinal helminth coinfection. This observation
is intriguing from the immunological point of view. ML patients
have upregulated anti-Leishmania Th1 responses. PBMC from ML
patients produce significantly more IFN-y than cells from CL
patients when stimulated with Leishmania antigens and this IFN-
vy production is less susceptible to IL-10-mediated suppression
than that found in PBMC cultures from CL patients (Bacellar et al.,
2002). The uncontrolled exacerbated inflammatory type 1 immune
response seen in ML patients is possibly related to a decreased
expression of IL-10 receptor (Faria et al., 2005). Further investi-
gations are needed to understand the association between ML, a
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clinical form characterized by an exacerbated type 1 response and
intestinal helminth infections that are potent inducers of Th2 and
Treg responses, both of them capable of inhibiting Th1 responses.
Our results do not allow the inference of a causal relationship
in either way. ML is a chronic condition that may render these
patients more susceptible to helminths. In mice, susceptibility to
infection with the intestinal nematode Trichuris muris has been cor-
related with upregulated Th1 responses promoted by treatment
with IL-12 (Bancroft et al., 1997). It should also be considered
that in situ studies have described a mixed Th1/Th2 inflamma-
tory response in mucosal leishmaniasis lesions (Pirmez et al., 1993;
Amato et al., 2003). Unfortunately, anti-Leishmania T cell-mediated
immune responses were not assessed in the present study.

We were also able to find associations between development
of ML and nematode infections and, specifically, between ML and
the presence of A. lumbricoides. Nematode infections are a major
global public health problem. The global disability-adjusted life-
years (DALYs) lost to soil-transmitted nematodes (A. lumbricoides,
T. trichiura, and the hookworms) was estimated as 39 millions,
with one billion infections with each of these pathogens world-
wide (Chan, 1997). These parasites are extremely successful in
modulating their hostis immune response in order to avoid their
elimination and also to restrain pathology that could compromise
the host survival (Else, 2005). Among nematodes, A. [umbricoides
infections have been associated with a highly polarized type 2
cytokine response (Cooper et al., 2000).

The study groups (coinfected with intestinal parasites in
general, coinfected with intestinal helminths, coinfected with
intestinal protozoa and without intestinal parasite coinfection) had
comparable demographic and clinical characteristics. The excep-
tions were: significant differences between patients coinfected
with intestinal helminths and those coinfected with intestinal pro-
tozoa with regard to gender composition, and between patients
coinfected with intestinal parasites in general and those with neg-
ative parasitological stool examination concerning duration of the
lesions. In the former case, since there was no difference in gen-
der composition between the group without evidence of intestinal
parasites and the other two groups (coinfected with parasites in
general and with helminths), the cited difference should not have
impaired the analysis of the results. In the latter case, to our
knowledge, there no published evidence to suggest that lesions
with longer duration would have a worse response to therapy.
In fact, since American cutaneous leishmaniasis usually tends to
self-healing (David and Craft, 2009) one could expect the opposite.

It is possible that the poorer response to therapy of the group
coinfected with intestinal parasites is associated with the higher
frequency of ML in this group as compared to that of the group
without evidence of intestinal parasite coinfection, because ML is
usually more resistant to antimonial therapy than CL, and thera-
peutic failure and recurrences are more frequent in the former than
in the latter clinical form of ATL (Tuon et al., 2008). But, if the ML
patients were excluded from the analysis, the group of CL patients
with positive parasitological stool examination (PSE) still took sig-
nificantly more time to heal (p <005, Mantel-Cox test) than did the
patients with negative results in PSE (data not shown), confirming
previous results from others (O'Neal et al., 2007).

After the demonstration that CL in patients coinfected with
helminths take longer to heal (O'Neal et al., 2007), a random-
ized, double-blind, placebo-controlled clinical trial was conducted
to examine the effect of early treatment of intestinal helminth
infection on the clinical course of patients with CL treated with
pentavalent antimony. The authors did not find statistically signifi-
cant differences in overall time to cure between the group receiving
early treatment of intestinal helminth infection and the group for
which this treatment was deferred, showing that antihelminthic
therapy consisting of an association of albendazole, ivermectin, and

praziquantel does not abbreviate the time for cure in CL patients
co-infected with helminths (Newlove et al., 2011).

It is well known that the cytokine milieu in the early phase of
leishmanial infection is critical for its outcome (Rogers and Titus,
2004; Mougneau et al., 2011). In mice, it has been shown that IL-
12 and TNF are required for the control of L. braziliensis in vivo and
invitro(Rochaetal.,, 2007), but nematodes or their products are able
to inhibit [L-12p40 (Massacand et al., 2009) and TNF-a (Harnett
et al., 2004) production. Thus, it is possible that the deleterious
effect ofintestinal helminth coinfection on the clinical course of ATL
isexertedin the early phase of leishmanial infection by directing the
characteristics of the adaptive anti-Leishmania immune response
that will arise. If this is the case, the antihelmintic treatment after
the development of the lesions will no longer be useful. Treatment
of mice infected with the intestinal nematode Heligmosomoides
polygyrus before antimalarial immunization restored the protective
immunity to malaria challenge, but had no effect after antimalarial
immunization (Su et al., 2006). Also concerning malaria, in a study
aimed at determining whether or not deworming programs can
impact on Plasmodium infections in preschool children, repeated
antihelminthic treatments resulted in a significantly lower increase
in the prevalence of Plasmodium infection in children which was
concomitant with a reduction in both the prevalence and inten-
sity of A. lumbricoides infections (Kirwan et al., 2010). Since there is
accumulating evidence that intestinal helminth coinfection is asso-
ciated with severity of ATL, represented by longer time to heal,
worse response to therapy and mucosal leishmaniasis, it is possi-
ble that the control of intestinal helminth infections may have a
beneficial impact on the management of ATL in areas where these
infections coexist. In other words, environmental infection con-
trol and preventive community interventions may succeed where
individual therapy has failed.
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5. DISCUSSAO

O manejo das leishmanioses humanasdeve considerar uma complexidade de
fatores. Além de serem ofertadas poucas opcBes, 0s medicamentos disponiveis
apresentam limitacbes e uma ampla diversidade de efeitos adversos. Os antimoniais
pentavalentes constituem a primeira op¢édo para o tratamento e, apesar da sua efetividade,
observa-se variabilidade de respostas, as quais podem estar associadas a fatores do
parasito e do hospedeiro. Com relacéo ao parasito, podemos citar as diferentes espécies
de Leishmania causadoras da LTA. J& com relacdo ao hospedeiro, aspectos do status
imunolégico e a presenca de coinfeccBes sdo fatores importantes que podem modular
e/ou alterar ndo somente a resposta terapéutica, mas também o curso clinico da doenca
(Romero et al., 2001; Ameen et al., 2010; Supali et al., 2010; Krunchten et al., 2014).
Devido a este cenario, nosso estudo buscou avaliar alguns desses fatores em um grupo de
pacientes tratados com baixa dose de antimonial pentavalente.

Nosso estudo envolveu 217 pacientes com LTA, oriundos de diferentes regides
brasileiras, atendidos noLaPClinVigiLeish. Inicialmente buscamos investigar a influéncia da
espécie de Leishmania e da variabilidade genética de L. Braziliensis comparando dados de
108 pacientes tratados com baixa dose (5mg) de antimonial pentavalente oriundos de
diferentes regides do Brazil. Nossos resultados mostraram que L. Braziliensis foi a espécie
prevalente, corroborando achados de outros estudos que indicam ser essa espécie a principal
responsavel pela LTA no Brasil (Brasil, 2013; Ferreira et al. 2015). Pudemos verificar que
pacientes infectados por L. braziliensis, independente da regido geografica brasileira,
responderam de forma satisfatéria ao tratamento com antimonial pentavalente quando
administrado em baixa dose. Esses resultados deram origem ao primeiro artigo desta tese.
Posteriormente, buscamos verificar a influéncia da infeccdo por parasitos intestinais no
curso clinico e terapéutico em 109 pacientes com LTA. Como resultado, verificamos que a
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coinfeccdo por parasitos intestinais em geral, por helmintos, por nematodeos e por Ascaris
lumbricoides foi associada com o desenvolvimento de lesbes mucosas, e ma resposta ao
tratamento. Estes resultados deram origem ao segundo artigo desta tese.

No grupo de pacientes estudados no artigo 1, verificamos que o perfil clinico e sécio
demogréafico foi semelhante ao relatado em outros estudos (Brasil, 2013; Pontello et al.,
2013; Marlow et al.,, 2013). A forma cutanea foi predominante 73%, ocorrendo
principalmente no género masculino em uma faixa etaria com média de 38 anos. As
ocupacdes urbanas tiveram maior nimero de casos quando comparadas as atividades rurais,
fato que pode ser explicado, em parte, pela mudanca no padrdo de transmissao da doenca
(Brasil, 2013) e, pelo fato do estudo ter sido conduzido em um Centro de Referéncia
localizado em area urbana.

A prevaléncia de L. braziliensis no estado do Rio de Janeiro j& foi apontada em
diferentes estudos (Baptista et al., 2009; Fagundes et al., 2010; Oliveira et al. 2011).
Contudo, duas espécies distintas (L. guyanensis e L. amazonensis) foram encontradas em
pacientes que residiam no Rio de Janeiro, mas que adquiriram a infeccdo em outros
estados. Este fato mostra a importancia da identificacdo da espécie como auxilio para
acOes da vigilancia epidemioldgica. Aqui, também é importante mencionar que o
aumento da atividade de turismo e/ou trabalho, verificado no Brasil, tem proporcionado a
circulacdo de casos importados de LTA como ja relatado para outras regides do mundo
(Pavli e Maltecou, 2010). Essas atividades favorecem a circulacdo de diferentes especies
de Leishmania e poderia viabilizar a instalagdo de surtos em &reas onde existam
condigdes para a sua instalacdo. Azeredo-Coutinho et al. (2007) ja identificaram um caso
autoctone de L. amazonensis no Rio de Janeiro, onde até entéo, so haviam sido relatados

casos de L. braziliensis. A presenca autoctone de L guyanensis, fora da regido
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Amazonica, ainda nao foi relatada, mas, o alerta de pessoas infectadas com essa espécie
de Leishmania no Rio de Janeiro é importante.

E discutido que a variabilidade genética seja um fator capaz de influenciar o
desfecho terapéutico, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais (Romero et al.,
2001; Jennings et al., 2014). Embora L. braziliensis seja a espécie prevalente no Brasil,
sabe-se que a variabilidade genética dessa espécie é grande e diversa em funcdo da area
endémica (Pacheco et al., 1990; Oliveira et al., 2013). Na regido Sudeste, L. braziliensis
apresenta um padrdo genético homogéneo, com a presenca de um Unico zimodema (Z27)
(Ishikawa et al., 2002; Cupolillo et al., 2003), diferente do que ocorre nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, onde diferentes zimodemas sdo relatados para essa espécie (Cupolillo
et al., 2003; Brito et al., 2009). Por conta disto, nossa expectativa era que pacientes
infectados por L. braziliensis oriundos de outros estados (OE), pudessem ter um pior
prognostico terapéutico por conta dessa caracteristica. No entanto, os resultados do artigo
n° 1 apresentado nesta tese mostraram uma taxa de cura de 68% para o grupo RJ e de
80,5% para casos de OE, considerando o primeiro tratamento com 5mg SbhV/Kg/Dia. Esse
resultado sugere que, independentemente do polimorfismo presente, os casos de OE
responderam satisfatoriamente ao tratamento com baixa dose de antimonial pentavalente.
Este resultado é importante, pois o tratamento com baixa dose do medicamento promove
a diminuicdo dos efeitos adversos, responsavel por muitos casos de abandono no
tratamento da doenca, sendo mais seguro e gerando menos custos (Lyra, 2013; Saheki,
2013; Terceiro, 2014).

Em nosso estudo verificamos que a variabilidade genética nas amostras de L.
braziliensis no grupo de OE foi maior do que no grupo do RJ e um dado importante foi o
achado de duas variantes isoenzimaticas de L. braziliensis em pacientes oriundos do

estado do Amazonas. Apesar desse resultado, ambos 0s pacientes evoluiram para a cura
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no primeiro tratamento. Vale lembrar que o critério de falha terapéutica do Ministério da
Saude brasileiro envolve dois esquemas regulares consecutivos. Considerando o segundo
tratamento, também realizado com baixa dose nos casos aqui estudados, essa taxa de cura
sobe para 83% em pacientes do RJ e 92% para OE.

Dos dois pacientes infectados por L. guyanensis de OE, um ndo curou apds o
segundo tratamento. Esta é a segunda espécie predominante no Pais e mais prevalente na
regido Amazonica (Neves et al., 2011). E descrito na literatura que L. guyanensis
responde melhor a pentamidina, devendo esta ser a medicacdo de escolha nesses casos
(Couto et al., 2014). Apesar disso, o outro caso descrito, causado por L. guyanensis,
apresentou cura no segundo tratamento com antimoniato de meglumina em baixa dose.

A caracterizacdo etioldgica foi um passo importante para 0 nosso estudo e um ponto
limitante foi a dificuldade da identificacdo nos casos em que a amostra isolada tenha sido
perdida, ou mesmo, quando o diagnostico teenha sido dado por outro método, além da
cultura. Nesses casos, tentamos recuperar 0 DNA em fragmentos de leséo, previamente
impregnadas com parafina, para realizacdo da PCR. Apesar de bons resultados relatados
na literatura utilizando DNA extraido de amostras parafinadas (Lanus et al., 2005; De
Lima et al., 2010), em nosso estudo ndo obtivemos sucesso. Esse fato pode ter sido
influenciado pela baixa quantidade de DNA presente neste material, provocada pelos
produtos utilizados no processo de inclusdo da parafina que possivelmente degradam o
acido nucléico (De Lima et al., 2010).

Apesar da necessidade da exclusdo de alguns pacientes de OE que retornaram aos
seus estados de origem ou tinham &rea endémica duvidosa, conseguimos recuperar e
identificar através da técnica de isoenzimas (padréo ouro para identificacdo etioldgica do

género Leishmania) 93 isolados de 108 pacientes (86,1%).
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N&o foi possivel associar dados clinicos ou demograficos aos casos de falha
terapéutica, nem tampouco, associar a especiede Leishmaniae/ou variante de L.
braziliensis com o desfecho clinico/terapéutico. Esses foram os principais resultados do
artigo 1.

Além da espécie de Leishmania, investigada no primeiro artigo, outros parametros
devem ser considerados como determinantes e/ou facilitadores na ma resposta ao
tratamento. Neste contexto, outro ponto a ser levado em consideracdo diz respeito a
coinfeccdo, sobretudo por parasitos intestinais. Sabendo-se que a resposta imune na LTA
¢ predominantemente tipo 1 e que esta é responsavel pela resolucdo da doenca,
levantamos a hipdtese de que uma possivel resposta tipo 2, produzida por helmintos
intestinais, poderia influenciar o curso clinico e terapéutico da LTA. Assim, estudamos
um grupo de 109 pacientes cujos resultados compdem o artigo n° 2.

A coinfeccdo por parasitos intestinais muitas vezes € negligenciada,
principalmente na vigéncia de doengas mais sérias como as leishmanioses. Os helmintos
intestinais sdo altamente prevalentes em paises tropicais e subtropicais, principalmente
em populagdes pobres rurais, onde a distribuicdo coincide com as areas de prevaléncia de
leishmaniose. Muitas vezes ocorre uma exposicdo continua, infeccbes por longos
periodos e também o poliparasitismo (Almeida et al., 1999; Lessa et al., 2001; O’Neal et
al., 2007).

Poucos estudos s@o encontrados correlacionando-se a infeccdo intestinal
parasitaria com a LTA, tendo-se poucas informacg6es sobre possiveis influéncias no curso
clinico e terapéutico da doenga.

A populacdo deste segundo artigo apresentou baixa prevaléncia da infeccdo por
helmintos intestinais, o que pode ser explicado pelo fato do estudo ter sido conduzido em

area metropolitana, ao contrario da alta prevaléncia (90%) encontrada na literatura
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quando conduzido em area rural (O’Neal et al. 2007). Nossos resultados indicam que a
coinfeccdo (Leishmania spp X helminto intestinal) foi um fator significativo, associado
ao desenvolvimento de lesdes mucosas e a baixa resposta ao tratamento. O mesmo nao
ocorreu com os casos coinfectados por protozoarios.

Ascaris lumbricoides, juntamente com os ancilostomideos, foram os helmintos mais
encontrados nas infec¢Bes parasitarias intestinais no estudo. Esses parasitos induzem
maior producdo de varias citocinas que estdo relacionadas a resposta tipo 2 (Cooper et al.,
2000). A expansdo de células T regulatdrias é responsavel por interferir na ativacéo de
macrofagos que sdo células essenciais no controle da LTA (Castellano et al., 2009).
Entretanto, ensaios in vitro empregando células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com LC coinfectados por helmintos, ndo indicaram a diminuicdo de niveis de
IFN-y (O’Neal et al 2007). Esse dado indica que talvez a resposta produzida por
helmintos ndo seja capaz de inibir a ativacdo de macrdfago, devido a intensa estimulagdo
antigénica da Leishmania spp. Talvez por esta razéo, os pacientes de nosso estudo tenham
apresentado lesbes menores, pois apesar da presenca da resposta tipo 2, ainda deve haver
forte resposta tipo 1, com ativacdo de macrofagos e producao de lesdes.

A presenca de lesdo mucosa é um fator complicador para o tratamento da LTA e,
em nosso estudo, a coinfeccdo com helmintos intestinais estava mais associada ao
desenvolvimento dessas lesGes. No presente trabalho ndo foi feita a dosagem de citocinas
e verificacdo de padrBes imunes das células T, contudo j& foi verificado que na LM
ocorre um padrdo misto de respostas (Thl e Th2) (Pirmez et al., 1993; Amato et al.,
2003). Mais estudos sdo necessarios para elucidar o envolvimento da resposta imune,
desenvolvimento de LM e a coinfecgédo por parasitos intestinais.

Como ja mencionado, a LTA é um agravo complexo, sobretudo do ponto de vista

clinico e terapéutico. Estabelecer possiveis fatores capazes de influenciar positivamente



ou negativamente esses dois parametros € importante para o manejo da doenca. Conhecer
as raz0es para a ocorréncia de casos clinicos atipicos ou mesmo as razfes para 0s eventos
de falha terapéutica e/ou recidiva da doenca ainda sdo desafios. Apos a finalizacdo deste
estudo, embora ndo tenha sido possivel associar a espécie de Leishmania ao desfecho
terapéutico, podemos admitir que casos de LTA causados por L. braziliensis oriundos de
diferentes areas geograficas do Brasil responderam de forma satisfatéria ao tratamento
com antimonial pentavalente em baixa dose, mesmo quando comparados ao grupo do RJ,
classicamente apontado como area de pouca variabilidade genética de parasitas que
apresentam alta suscetibilidade ao antimonial pentavalente. Esse dado, mesmo que
limitado ao grupo estudado, pode indicar que o esquema de baixa dose de antimonial
pentavalente, utilizado ha varios anos no RJ, poderia ser estendido para outras regides do
Brasil. Ja com relacdo ao parasitismo intestinal, verificamos que a infeccao por helmintos
exerce uma influéncia deletéria no curso clinico e terapéutico na LTA. A importancia da
pesquisa parasitoldgica em amostras de fezes em pacientes acometidos pela LTA ainda é
pouco conhecida e por conta disso, negligenciada. No entanto, de acordo com o0s
resultados aqui apresentados, € um fator que merece atencdo durante 0 manejo do

paciente.
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6. CONCLUSOES

1. Leishmania braziliensis foi a espécie prevalente, independente da regido geografica

brasileira dos pacientes estudados;

2. N&o houve associagcdo das variaveis clinicas, demograficas e epidemioldgicas com a

resposta terapéutica da LTA,

3. Nao foi possivel associar a espécie do parasito e/ou variabilidade genética de L.
braziliensis ao desfecho terapéutico nos pacientes estudados, ndo importando a
procedéncia dos pacientes, sugerindo que 0 esquema terapéutico de baixa dose de
antimonial pentavalente poderia ser eficaz mesmo em outras regies do Brasil, além do Rio

de Janeiro;

4. A coinfecgdo por parasitos intestinais, sobretudo os helmintos, esteve associada com

desenvolvimento de lesdo mucosa e ma resposta a terapia na LTA.
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