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PREFACIO

Esta tese esta organizada da seguinte forma:

1 - INTRODUCAO

1.1 Historia da leishmaniose tegumentar Americana no Estado do Rio de Janeiro
(RJ): foi realizado um levantamento da literatura cientifica e cinzenta versando sobre
a ocorréncia da leishmaniose tegumentar no RJ. Foram descritos eventos historicos
da doenga desde os primeiros rumores de sua existéncia no RJ, passando pelos

surtos ocorridos no século XX, até os dias atuais.

1.2: Aspectos epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais e terapéuticos da leishmaniose

tegumentar Americana.

2 - JUSTIFICATIVA

3 - OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 — METODOLOGIA: nesta sessao é citada a metodologia utilizada no estudo de
forma sucinta e as estratégias laboratoriais empregadas, cujas técnicas seréo

detalhadas nos manuscritos que se seguirdo.

5 — RESULTADOS: os resultados desta tese encontram-se descritos na sesséo
‘RESULTADOS”, nos sub-itens “Casuistica”, “Manuscrito I” e “Manuscrito 1I”. No item
“Casuistica” foram descritas as atividades desenvolvidas nos trabalhos de campo e
as estratégias de busca ativa dos pacientes estudados, abordando também a
distribuicdo espacial dos casos. Os manuscritos | e Il complementam a sessé&o
“Metodologia”. Estes dois manuscritos serdo submetidos para publicagéo.

O primeiro deles (Manuscrito 1) compara clinica e imunologicamente a eficacia de
manutengao de cura a longo prazo do tratamento com antimonial pentavalente em
doses baixas de 5mg/kg/dia por 30 dias em relagdo ao tratamento com doses
convencionais de 15mg/kg/dia, de acordo com as recomendag¢des do Ministério da
Saude vigentes na época em que estes pacientes foram tratados.

O Manuscrito Il avalia a eficacia de manutengao de cura a longo prazo do tratamento
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da LTA com esquemas alternativos de aplicacéo intralesional ou utilizacdo de uma

ampola trés vezes por semana até a cura clinica.

6 — DISCUSSAQO: nesta séo discutidos os resultados gerais obtidos e descritos nos

dois manuscritos em preparagao.

7 — CONCLUSOES

8 — ANEXOS: nesta sesséo sao incluidos dois anexos. O primeiro deles (ANEXO I) é
um artigo publicado em 2012 no periédico “Parasite Immunology”, onde sou co-
autor. Neste artigo foram estudados os niveis de imunoglobulinas tipo 1gG e isotipos
em pacientes tratados e curados de LTA.

O segundo anexo (ANEXO II) relata os resultados do cruzamento de dados dos
sistemas de registro oficiais dos casos de associagcédo LTA e HIV/aids em pacientes
notificados no Estado do Rio de Janeiro, para estas duas doengas. Este trabalho foi
realizado através de analise dos casos notificados pelo SINAN, no periodo de 1998
a 2010 no RJ.

9 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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RESUMO

O tratamento para leishmaniose cutanea (LC) utilizando antimoniais foi iniciado em
1912, no Brasil. O uso da forma pentavalente (Sb°*) se iniciou na década de 1940, e
apesar de ainda ser eficaz para curar a LC efeitos adversos graves podem
acontecer. Outras opg¢des de tratamento, como pentamidina e anfotericina B também
sdo de administracdo parenteral. Na tentativa de reduzir os efeitos adversos dos
Sb®*, esquemas terapéuticos em doses baixas ja evidenciaram ser seguros no
tratamento da LC no Rio de Janeiro, sejam doses de apenas 5mg Sb’*/kg/dia por 30
dias (DB), aplicacdo intralesional (IL) ou em esquema de uso de uma ampola trés
vezes por semana (2%/42/6%) até a cura clinica. Apesar das evidéncias de que doses
reduzidas de Sb®" levam & cura apds o tratamento, sua eficacia a longo prazo (mais
de cinco anos) ndo é bem estabelecida. Nosso objetivo foi verificar se terapias que
utilizaram doses reduzidas de antimonial (5mg Sb°*/kg/dia por 30 dias, IL ou 22/42/62)
foram tdo eficazes quanto o uso de doses regulares (15mg Sb°‘/kg/dia) (DR) na
manutengdo de cura da LC mesmo longo prazo apds o tratamento. Setenta
pacientes curados e tratados para leishmaniose foram analisados e comparados: 37
pacientes (52,8%) no grupo que utilizou DB e 33 (47,2%) no grupo DR. Os dois
grupos eram clinicamente similares durante a fase ativa da LC. Todos os pacientes
do grupo DB mantiveram-se curados, assim como os do grupo DR, mesmo em
periodos tdo longos quanto 25 anos apds o tratamento. Outros 20 pacientes de
tratamento IL e dez de terapia 2%/4%/6 também foram avaliados e permaneceram
curados em um periodo de até 27 anos. Durante o exame dermatologico atual, n&o
foram detectadas recidivas ou evolugéo para forma de leishmaniose mucosa (LM)
em nenhum dos grupos. Apds um periodo minimo de seis anos apos o término do
tratamento, a deteccdo de anticorpos IgG1 e IgG3 anti-Leishmania demonstrou
niveis similares entre os grupos DB e DR. No grupo DB os niveis foram negativos
em 74,2% e 83,8% para IgG1 e IgG3, respectivamente, e em 80% nos IL e 85% nos
2%/43/63. A producgao de citocinas foi similar entre os grupos DB e DR. Nossos
resultados sugerem que o tratamento com doses baixas de antimonial foi tao
eficiente quanto o uso de DR na manutenc&o de cura da LC, mesmo longo tempo
apos o tratamento.
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ABSTRACT

Antimony therapy was first used to treat cutaneous leishmaniasis (CL) in 1912.
Pentavalent antimonial (Sb°*) compounds were introduced as leishmaniasis therapy
in the 1940s and are still efficient in curing CL, but they may cause serious adverse
effects. Although there are other options for CL treatment, such as pentamidine and
amphotericin B, similar to Sb°*, these drugs are also administered parenterally. To
reduce the adverse effects of antimony, low-dose therapies were attempted and were
proven safe in curing CL in patients in the state of Rio de Janeiro. Different
schedules as 5mgSb°®*/day/30 days (LowD), intralesional therapy (IL), or use of one
ampoule three-times-a-week until clinical cure were proven to be efficient to cure CL.
Despite evidence that low Sb°" doses lead to a clinical cure soon after therapy, the
long-term effectiveness (more than five years) of these low dosages is not well-
known. Our goal was to determine whether low-dose therapies (LowD, IL or regimen
three-times-a-week) are as effective as regular doses (RegD; 15 mg/kg/day) for the
long-term curative maintenance of CL. The medical records of seventy patients who
were successfully treated for CL were retrieved and compared: 37 patients (52.8%)
were allocated to the LowD group, and 33 patients (47.2%) to the RegD group.
Patients in both LowD and RegD groups were clinically similar during active CL
disease and all patients remained free of CL for periods as long as 25 years after
therapy. Other 20 IL patients and 10 three-times-a-week ones were retrieved, and
also remained free of CL even as long as 27 years. During the follow-up clinical
examination, neither active lesions nor evolution to mucosal disease was detected.
The levels of anti-Leishmania 1gG1 and IgG3 antibodies, detected after a minimum
average time of six years following clinical cure, were similar in LowD and RegD
patients. IgG1 and IgG3 titres were negative in 74.2% and 83.8% of patients in the
LowD group, respectively. In IL and three-times-a-week groups the levels of IgG1
and 1gG3 were also negatives in 80% and 85%, respectively. Cytokine production
was similar in both LowD and RegD groups. Our results shown that, the low dose
therapies were as efficient as regular dose in the long-term curative maintenance of
CL.
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1 -INTRODUGAO

1.1 Histéria da Leishmaniose Tegumentar Americana no Estado do Rio de

Janeiro

A leishmaniose tegumentar € doencga infecciosa causada por protozoarios do
género Leishmania. A doenga encontra-se distribuida por toda a zona tropical e
subtropical do planeta e €& considerada endémica em 98 paises (Organizagao
Mundial da Saude - OMS 2013). No continente Americano a forma da doenca que
compromete pele e mucosas € denominada leishmaniose tegumentar Americana
(LTA). As diferentes espécies de Leishmania com tropismo pelo tegumento,
responsaveis pela infecgdo no homem s&o agrupadas nos subgéneros Viannia e
Leishmania. As principais espécies identificadas no Velho Mundo séo a L. (L.) major
e L. (L.)tropica, enquanto nas Ameéricas sao encontradas a L. (V.) braziliensis,
L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) shawi,
L. (V.) lainsoni, L. (V.) lindenbergi, L (V) naiffie L. (L.) mexicana.

Nas Ameéricas, Brasil e Colombia sdo os paises que registraram o maior
numero de casos nos ultimos anos, apesar de a doenca ocorrer desde o México até
o norte da Argentina (OMS 2013). No Brasil, as principais espécies envolvidas séo a
L. Braziliensis (Lb), L. amazonensis e L. guyanensis, sendo a primeira delas a mais
importante pela frequéncia e distribuicdo no Novo Mundo. Todos os 26 Estados
brasileiros registram casos da doenga e, em termos de ordem de frequéncia, as
areas de maior endemicidade s&o: Norte, Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. A
regido Sudeste € composta por quatro estados, que juntos representam 9,5% de
todos os casos de LTA registrados do Brasil, onde o Estado do Rio de Janeiro (RJ) é
o responsavel por 9% dos casos, com 2.279 casos registrados entre os anos de
2001 e 2013 (SINAN 2014).

Diversas publicagbes descrevem as principais caracteristicas clinicas,
imunologicas e epidemiolégicas da LTA (Da-Cruz & Pirmez 2013). No entanto, ha
uma lacuna no conhecimento sobre a trajetéria histérica da LTA no RJ. O
entendimento da evolugdo epidemiolégica da infecgao/doenga, e dos fatores que
contribuiram para o surgimento de areas endémicas e por vezes de surtos sao
fundamentais para a compreensdo da dindmica da transmissao e estabelecimento

da doencga no Estado.



Dois interessantes relatos histéricos da LTA no Brasil foram descritos por
Rabello (1925), e por Vale & Furtado (2005). Em relagdo ao RJ, Marzochi e cols.
2009 realizaram uma revisdo sobre o foco de leishmaniose visceral de carater
autéctone verificado em 1977 e que durou duas décadas até o controle da
transmissao.

No entanto, em relacdo a LTA no RJ, muitos aspectos interessantes ainda
precisam ser aprofundados.

Realizamos uma revisao do histérico da leishmaniose tegumentar no Estado do
Rio de Janeiro, através de um relato descritivo desde os primeiros indicios da
presenca da LTA no Estado, até a atualidade. Para tal, realizou-se uma revisdo do
tema incluindo literatura cientifica (artigos publicados) e literatura cinzenta (anais de
reunibes académicas, boletins de reunibes de sociedades médicas,
teses/dissertagdes), bem como relatos de experiéncias pessoais.

O registro mais antigo sobre possiveis lesdes de leishmaniose foi realizado por
Rabello (1925). O autor estudou seis representagcbes em cera de pacientes
portadores de lesbes na face, pertencentes a Faculdade de Medicina do Rio de
Janeiro (Clinica do Prof. Gabizo). Apesar de estes modelos estarem registrados com
outros diagnosticos, Rabello sugeriu que estas representagdes poderiam ser de
lesbes cutédneo-mucosas de leishmaniose. Como um dos modelos em cera datava
de 1882 poder-se-ia supor que neste ano havia casos da doenga no RJ, ou seja,
ainda no século XIX. No entanto, ndo fica claro se os pacientes representados
nestes modelos seriam ou ndo casos autéctones do RJ.

Muitos casos registrados de LTA no inicio do século XX se encontram nos
Boletins da Sociedade Brasileira de Dermatologia (BSBD). Em um destes boletins,
Rabello (1913) descreveu o caso de um paciente com 34 anos de idade, com a
forma mucosa de LTA. Este paciente relatava ter tido uma lesdo de pele aos 18
anos de idade, ou seja, por volta do ano de 1897, que pode ter sido leishmaniose
cutanea. Este fato levanta a hipotese deste paciente ser o primeiro caso
clinicamente confirmado de leishmaniose tegumentar no RJ.

Outros relatos de casos de pacientes portadores de lesdes cutaneo-mucosas e
provenientes do RJ também podem ser encontrados nestes BSBD em 1913 e 1914

a) Marinho (1913) descreve um caso proveniente de Jacarepagua com forma
mucosa, caracterizada por ulceragbdes e infiltracdo no Iébulo do nariz e

mucosa nasal;



b) Rabello (1913) descreve o caso de um paciente de 30 anos, com numerosas
lesdes ulceradas disseminadas por cabeca, tronco e membros.

c) Terra (1913) relata um paciente com lesbes vegetantes e papilomatosas

confluentes nas pernas;

d) Machado (1913) apresentou o caso de uma paciente com lesdes no labio
superior e asas nasais bastante infiltradas, que contraiu a doenca no RJ trés
anos antes do diagndstico;

e) Dutra e Silva (1914) menciona o caso de um paciente residente no bairro da
Gavea na cidade do Rio de Janeiro;

f) Marinho (1914) descreve o caso de uma paciente com lesdo mucosa, embora
houvesse a duvida se a infecgdo ocorreu no RJ, ou em Bauru (Sdo Paulo),

local em que a referida paciente residiu por alguns anos.

No ano de 1911, Gaspar Vianna, no Instituto de Manguinhos (atual Instituto
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ/RJ) fez a primeira descricdo de um parasito que ele julgou
pertencer ao género Leishmania, mas que possuia caracteristicas de uma nova
especie, tendo entdo criado a denominagdo de L. braziliensis (Vianna 1911).
Posteriormente, formas amastigotas deste parasito foram descritas pelo mesmo
autor (1913) em um corte histopatologico de lesdo ulcerada no focinho de um céo
proveniente do Rio de Janeiro, o que ja aponta para o possivel papel deste animal
como reservatério doméstico da infeccdo desde esta ocasido.

Dutra e Silva (1915) relata a ocorréncia da doenga em outros bairros da cidade
do Rio de Janeiro, como Jacarepagua e Laranjeiras, bem como nas cidades de
Angra dos Reis, Campos, Cantagalo, Carmo, Itacuruga, Itaocara, Macaée,
Mangaratiba, Marica, Porto das Flores e Sdo José da Boa Morte.

Ainda na primeira metade do século XX, temos o primeiro surto descrito de
LTA do RJ, ocorrido no ano de 1921 (Aragdo, 1927), na regido entdo conhecida
como Aguas Férreas, nas proximidades do bairro de Laranjeiras, com 50 casos
registrados. Foram afetados ndo somente trabalhadores rurais, mas também outros
profissionais considerados urbanos, como médicos e advogados. Esta pode ter sido
a primeira descrigdo de um surto peri-urbano da doencga no RJ.

No ano de 1922, Cerqueira & Vasconcelos descreveram um surto da doencga
na cidade do Rio de Janeiro, na regido de Santa Tereza, bairro localizado muito
proximo ao centro da cidade. Neste trabalho, os autores descreveram 23 casos de
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leishmaniose cutanea e trés casos de pacientes com lesées mucosas, com uma
descrigao detalhada dos casos e de sua ocorréncia geograficamente progressiva no
referido bairro. Neste periodo, Aragdo capturou flebotomineos desta regido da
cidade, e reproduziu lesées de LTA no nariz de um cachorro, apds inocular um
macerado destes insetos no focinho do animal (Aragdo 1927). No entanto, nao
houve sucesso nos experimentos repetidos subsequentemente.

Avancgando-se no tempo, ja para a segunda metade do século XX, mais
precisamente em 1952, a tese de Livre Docéncia do Prof. Rubem Azulay, versando
sobre a leishmaniose, detalhou a evolugéo clinica e terapéutica de 16 casos de LTA.
Destes, dois casos eram provenientes da regido Oeste da cidade do Rio de Janeiro,
sendo um de Santa Cruz e outro de Jacarepagua, e ainda um caso da regido dos
Lagos (Saquarema ou Marica). Nery-Guimaraes (1955) descreveu um surto de 35
casos de lesdes cutaneas e quatro casos de lesdes mucosas ocorridas em 1955 no
Municipio de Magé, localizado na regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro.

Somente 19 anos depois, em 1974, encontra-se outra descrigdo da LTA.
Menezes e cols. relataram 17 pacientes da cidade de Cordeiro, regido Serrana do
RJ, incluindo criangas menores de 12 anos de idade. Este fato reforga os achados
de Aragao (1927), apontando o carater peridomiciliar de transmissdo da doenga. No
mesmo ano ocorreu um novo surto, desta vez na regidao de Jacarepagua, com 161
casos, a maior parte nas encostas do macigo da Pedra Branca (Kawa & Sabroza
2002).

Na regidao Sul do RJ, uma area endémica foi descrita por Araujo Filho (1978) na
llha Grande, Municipio de Angra dos Reis. Entre os anos de 1961 e 1976 ocorreram
32 casos. No entanto, o autor cita que casos esporadicos ja eram conhecidos pelos
moradores locais ha pelo menos mais de 30 anos.

A regido metropolitana do Rio de Janeiro se mantém como uma area de
importancia epidemiologica. Oliveira-Neto e colaboradores em 1988 descreveram a
ocorréncia da doenga em 105 pacientes na regidao onde atualmente esta instalado o
Municipio de Mesquita, importante area endémica do RJ na década de 1980.

Estudos da fauna flebotominica feitos desde o inicio do século XX, (Aragao,
1927) até os dias atuais identificaram a espécie Lutzomyia intermedia como a
principal encontrada (Aguiar et al. 1987 e 1993, Oliveira et al. 1998, Brazil et al.
2011, Rodrigues et al. 2013) em diversas regides do RJ.

A LTA é considerada endémica em todo o RJ, onde ocorre em surtos

periddicos, apesar do numero de casos estar em declinio (Figura 1).
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Figura 1 — Numeros de casos de leishmaniose tegumentar Americana notificados no Estado Rio de
Janeiro no periodo de 1985-2012. Fontes: Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica, Ministério da
Saude, Brasil; Oliveira-Neto et al. 2000. * dados sujeitos a atualizacéo.

Estima-se que o numero de individuos infectados por L. braziliensis, mas que
nao desenvolveram a doenga seja bem mais elevado do que de casos notificados. A
presengca de individuos assintomaticos ja foi demonstrada por inquérito
epidemioldgico realizado na regido de Jacarepagua (Souza et al. 1992). Nos
individuos residentes nesta area a positividade da reagdo intradérmica de
Montenegro foi de 8,9%. Este fato corrobora a provavel circulagdo do parasito na
regido. Individuos assintomaticos desta mesma regidao também foram estudados por
Bittar e cols. (2007), assim como avaliagdes de individuos assintomaticos foram
realizadas no sul do Estado, na cidade de Paraty (Barbosa 2001).

Em 1987, foi descrito no Rio de Janeiro o primeiro caso mundial de um
paciente com leishmaniose tegumentar co-infectado pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) (Coura et al. 1987). Posteriormente outros casos de associagdo LTA
e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS) foram descritos, onde novos
aspectos imunopatolégicos da LTA passaram a ser observados: lesbes
disseminadas, leishmaniose mucosa rica em parasitos, lesées atipicas e até mesmo
apresentagdées comuns da LC (Machado et al. 1992, Mattos et al. 1998, Da-Cruz et

al. 1999) e, mais recentemente, manifestacbes dermatoldgicas atipicas de



leishmaniose visceral (Santos-Oliveira et al. 2011) e sindrome inflamatéria de
reconstituicdo imune (IRIS) (Dirce Bonfim, comunicagdo pessoal). Embora as
evidéncias apontassem para o surgimento de grande numero de casos em fungao
da expansao da epidemia de HIV/AIDS, curiosamente n&o vem ocorrendo um
aumento de registros. Em um levantamento de casos, realizado com base em dados
de registro oficiais (sete casos) e informagdes pessoais (trés), chegamos a um
numero de 10 casos ocorridos no RJ desde a primeira descrigdo (ANEXO II).

No ultimo ano do século XX, Oliveira-Neto e cols. (2000) realizaram estudo
robusto de LTA no RJ. Foram descritos 753 casos acompanhados no antigo Hospital
Evandro Chagas (hoje, Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas), entre os
anos de 1985 e 1996. Os autores descreveram 29% dos casos notificados no RJ no
mesmo periodo. Os casos foram oriundos de bairros da cidade do Rio de Janeiro
(Campo Grande, Bangu e Realengo) e das regides de Mesquita e Magé. Os
pacientes residiam em encostas dos morros e colinas onde ocorreu intensa
devastagao da floresta original. A maioria dos casos (87%) era de LC, no entanto
houve um percentual de 9,5% de lesbes mucosas. Dos casos de LM, 60,9% eram
provenientes de outros estados. Por outro lado, os pacientes de lesbes cutaneo-
mucosas devem ter se contaminado no RJ, tendo em vista dados da anamnese dos
casos. Este alto indice de casos de lesdes mucosas, considerando a frequéncia
estimada pelo Ministério da Saude (MS, 2010), que é de 3 a 5% dos casos, pode ser
um reflexo do fato de o referido estudo ter sido feito em um grande centro de
referéncia da doenga no RJ, que acaba por congregar um maior numero de casos
de mais dificil diagndstico e tratamento.

Kawa & Sabroza (2002) estudaram a espacializagdo da leishmaniose
tegumentar no RJ, mostrando a evolug&o da distribuicdo geografica da doenga na
cidade do Rio de Janeiro ao longo do século XX. Ficou caracterizado que o
movimento de urbanizacdo e ocupacgao do solo, com modificagdes no processo de
trabalho, possibilitou um maior contato entre individuos suscetiveis e vetores, como
observado no surto de 161 casos na regido de Jacarepagua, em 1974. Toda a
regido de Jacarepagua foi uma importante area endémica nessa época, e foi alvo de
inumeros trabalhos, pois ali a LTA ocorreu por muitos anos em surtos esporadicos,
num modelo de transmissao predominantemente peridomiciliar. A vegetacéo tropical
primitiva foi praticamente toda derrubada ao longo dos dois ultimos séculos. A area
foi progressivamente ocupada por plantagbes de cana e mandioca, depois pelos

cafezais e laranjais até os anos 40 e, finalmente, os bananais. Estas caracteristicas



persistem até hoje nas encostas do maci¢co da Pedra Branca, em meio aos parcos
vestigios da floresta primaria e uma crescente populagao de baixa renda. Na regido
de Pau da Fome, importante area endémica deste bairro, estas alteragdes
ambientais e ocupacionais foram responsaveis por transformar o local em um foco
de casos, cujo numero vem progressivamente diminuindo (Kawa et al. 2010).

Os reais reservatorios da infecgdo por Leishmania no RJ ainda sao pouco
conhecidos. A presenga de caes doentes ou infectados na regido de Jacarepagua é
registrada desde a década de 1980 (Coutinho et al. 1985, Pirmez et al. 1988). Um
inquérito de leishmaniose canina na regido de Paraty identificou 8,8% de
positividade nos testes soroldégicos (Barbosa et al. 1999). No entanto, o papel destes
animais como reservatorio da doencga ainda é discutido.

A LTA também afeta o extremo sul do RJ, com casos notificados no Municipio
de Paraty desde 1988 (Secretaria de Vigilancia em Saude — Paraty, 2006). Entre
1991 e 1997 foram registrados pela Secretaria de Saude do RJ, 131 casos neste
Municipio. Destes, Vieira-Gongalves e cols. (2008) descreveram 71 casos, sendo 69
de LC, e dois pacientes desenvolveram a forma cutanea de lesbes multiplas,
também conhecida como leishmaniose disseminada (LDiss). Trinta destes casos
puderam ser reavaliados ap6s 10 anos e permaneceram curados. E interessante
notar que apesar da regido ter a presenca de tribos indigenas, ndo havia casos de
LC nesta populagdo, mesmo entre os que habitam em regides vizinhas aos locais
onde havia ocorréncia da doencga (Barbosa, 2001).

A ocorréncia da LDiss causada por L. braziliensis tem caracteristicas clinicas
peculiares e o manejo terapéutico pode ser complicado devido a possibilidade de ma
resposta terapéutica (Turetz et al. 2002, Vieira-Gongalves et al. 2008). Esta forma
clinica ndo vem sendo alvo de estudos sistematicos no RJ, embora se saiba que ha
ocorréncia de casos (Santiago et al. 2000, Da-Cruz et al. 2005). O numero de casos
descritos dessa forma clinica vem aumentando em outros estados, como na Bahia
(Jirmanus et al. 2012), devendo-se estar atendo ao aumento de casos também no
RJ. Curiosamente foi relatada a existéncia de L. amazonensis em um caso de
leishmaniose cuténea-difusa em 2007 (Azeredo-Coutinho et al. 2007), que se
constituiu no primeiro e unico relato desta espécie no RJ até o momento.

Em resumo, poderiamos concluir que a LTA é uma doenca presente no RJ ha
pelo menos mais de um século. Diversos surtos foram detectados em diferentes

areas endémicas ao longo de todo o século XX, acompanhando a ocupagao



populacional e consequente desmatamento de areas florestais proximas aos centros
urbanos.

Nos dias atuais a doenga ainda é frequente no RJ, com uma média anual de
cerca de 170 casos nos ultimos dez anos (SINAN 2014), apesar da existéncia de
meétodos diagndsticos eficazes e terapia especifica implementada desde 1912 (Dutra
& Silva 1915).

O continuo estudo da leishmaniose tegumentar em todos os seus aspectos &
de grande importancia para entender os mecanismos de endemicidade, transmissao
e caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doenga. Os estudos historicos

ocupam posicao impar nestes aspectos.



1.2 - Aspectos epidemiolégicos, clinicos, laboratoriais e terapéuticos da LTA

O Brasil concentra o maior numero de casos de LC na América do Sul, com
uma incidéncia de 26.008 casos por ano no periodo entre 2003-2007, com uma
estimativa de 72.800 a 119,600 casos anuais (Alvar et al. 2012). No Brasil, foram
registrados 315.670 casos de LTA no periodo entre 2001 a 2012. No RJ foram
registrados 2221 casos, para este mesmo periodo (SINAN 2014). Estudos
realizados no Brasil tém evidenciado as particularidades da LTA em diferentes areas
endémicas (Oliveira-Neto et al. 2000, Romero et al. 2001, Dorval et al. 2006, Vieira-
Gongalves et al. 2008, Guimaraes et al. 2009, Silveira et al. 2009, Cella 2012). A
descrigao clinica, laboratorial e epidemiologica da LTA nas diversas regides do pais
é fundamental para se avaliar diferengas regionais que possam influenciar
estratégias de vigilancia e terapéutica da doenga de maneira setorizada. No RJ a
L. (V.) braziliensis é a espécie isolada nos casos de LC desde o inicio da década de
1990 (Grimaldi Jr & McMahon-Pratt 1991).

A LC é a forma clinica mais comum de LTA, e existe uma tendéncia a evoluir
para a cura clinica esponténea (Costa et al. 1987). A lesdo ulcerada apresenta
contornos definidos, bordas elevadas e infiltradas, fundo com granulagbes
grosseiras e € normalmente indolor. Eventualmente podem existir outras lesbes
dermatolégicas. A forma multipla de LC, também conhecida como leishmaniose
disseminada, caracteriza-se pelo elevado numero de lesdes, do tipo papulas
fechadas ou acneiformes, raramente ulcerando. Esta forma de LC é causada tanto
pela L. amazonensis quanto pela L. braziliensis (Carvalho et al. 1994). Os casos de
LC respondem bem a terapia antimonial, na pedendéncia da area endémica
estudada, sendo incomuns as recidivas. Por outro lado, cerca de 3 a 5% dos casos
de LC causados por L. braziliensis evoluem para a leishmaniose mucosa (LM) (SVS
2010), uma forma grave e de tratamento mais dificil (Oliveira-Neto et al. 1998). As
lesbes metastaticas de LM aparecem meses ou anos apés um quadro de LC ou
mesmo de uma infecgdo subclinica ou assintomatica. Ha eritema e discreta
inflamagédo do septo e mucosa nasais, evoluindo para lesdes ulceradas ou ulcero-
vegetantes. A mucosa oral, faringe e laringe podem ser também envolvidas, e o grau
de destruicio tecidual é variavel.

Como leishmaniose mucocutédnea (LMC) designamos a forma clinica que
apresenta lesdes cutdneas e mucosas ativas e concomitantes. Ja a leishmaniose
cutanea-difusa (LCD) é uma forma anérgica e rara de LTA causada por

L. amazonensis. Ocorrem lesbdes por todo o corpo, com provavel disseminacgao
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hematogénica do parasito. Clinicamente caracteriza-se por lesdes papulosas,
nodulares ou placas infiltradas, sem ulceragao, acometendo principalmente a face e
os membros. Raramente ocorre comprometimento mucoso. Ha riqueza parasitaria
nas lesdes e o teste de Montenegro (IDRM) geralmente é negativo. Esta é uma
forma grave da doenga, sendo também mais resistente ao tratamento (Da-Cruz &
Pirmez 2013).

Deve-se ainda considerar que na LC, lesdes atipicas e de dificil tratamento
podem surgir mesmo em individuos saudaveis e sem comorbidades (Guimaraes et
al. 2009).

A resposta imune desenvolvida na leishmaniose esta relacionada a capacidade
de montar uma reagao de hipersensibilidade tardia e de induzir a expansao de
clones de linfécitos T antigeno-especificos (Coutinho et al. 1987). Uma exacerbagao
da imunidade especifica pode levar a maior gravidade das manifestagdes clinicas e
isto pode ser devido a persisténcia do parasito nos tecidos (Carvalho et al. 1985,
Oliveira-Camara et al. 2006). A resposta imune Leishmania-especifica parece ser
duradoura, e deve estar envolvida na protecao contra a reativagcado ou a reinfecgao
por Leishmania, (Da-Cruz et al. 2002, Carvalho et al. 2013, Pereira-Carvalho et al.
2013). Por outro lado, a resposta imune efetora ineficaz ou desregulada pode levar a
reativagdo da doenga, como por exemplo, nos casos de AIDS consequente a
infeccdo pelo HIV (Da-Cruz et al. 2000) ou predispor ao aparecimento de formas
mucosas (Brodskyn et al. 1999, Tuon et al. 2008).

O diagnéstico da LTA envolve aspectos epidemiologicos, clinico-
dermatolégicos e laboratoriais (Ministério da Saude - MS 2010). O diagnéstico
laboratorial baseia-se em: reacao intradérmica de Montenegro (IDRM), pesquisa de
Leishmania (pesquisa de amastigotas em esfregagco de tecido ou exame
histopatoldgico e isolamento de promastigotas de Leishmania por cultura), detecgéo
de anticorpos séricos anti-Leishmania e deteccdo de DNA parasitario por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Embora aplicados ao diagndstico da LTA, nenhum
destes métodos € valido para determinar o controle de cura. Apesar dos niveis de
imunoglobulinas (lg) serem considerados baixos na LTA, a técnica de ELISA
utilizando-se antigenos de L. braziliensis apresentou uma sensibilidade de 60% a
90% para a imunoglobulinas tipo 1IgG (Gomes-Silva et al. 2008, Fagundes-Silva et al.
2012). Resultados de nosso laboratorio mostraram que os titulos de 1gG, mais
especificamente as subunidades I1gG1 e IgG3, diminuem de forma significativa,

correlacionando-se negativamente com o tempo de cura clinica até atingir niveis
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similares aos observados nos individuos controles negativos (Fagundes-Silva et al.
2012). Dessa forma, a dindmica de produgdo destas subclasses de Ig parece
acompanhar as fases de evolugcido clinica dos pacientes com LC, podendo ser
consideradas como um possivel preditor de cura.

Apesar da LC ser uma doenga com tendéncia a evolugdo benigna, podendo
mesmo haver evolugdo para cura espontanea (Costa 1987), o tratamento
medicamentoso € imperioso. Os antimoniais foram empregados pela primeira vez no
tratamento da LTA em 1911, por Gaspar Vianna. Os bons resultados obtidos com o
tartaro emético [tartarato duplo de potassio e antiménio — Kszz(C4H206)z] foram
descritos por este autor no 7% Congresso Brasileiro de Medicina e Cirurgia, em abril
de 1912, na cidade de Belo Horizonte. A partir dai, novos estudos foram conduzidos
pelos professores Terra e Rabello (D utra e Silva, 1915).

A forma pentavalente (Sb°*) da medicagdo (estibugluconato de sédio e
antimoniato de meglumina) foi introduzida no tratamento no final da primeira metade
do século XX (Berman 1988). Modificagdes no esquema terapéutico de doses e
frequéncia de aplicagdes foram introduzidas desde entdo, até as doses e esquemas
atualmente recomendadas (Azeredo-Coutinho et al. 2002, MS 2010).

A dose atual preconizada pelo MS & de 10 a 20 mg Sb**/kg/dia por 20 dias, nos
casos de LC, recomendando-se 15mg Sb°*/kg/dia. Para os casos de LM recomenda-
se 20 mg Sb°*/Kg/dia durante 30 dias. A dose méaxima diaria administrada deve ser
de até trés ampolas. Independentemente do indice de resisténcia das diferentes
areas endémicas brasileiras, o MS indica 0 mesmo esquema terapéutico para todo o
pais, o que deveria der reconsiderado.

Como segunda e terceira opgdes de tratamento recomendam-se a anfotericina
B e a pentamidina.

O desoxicolato de anfotericina B é recomendado por via intravenosa, na dose
de 1mg/kg/dia (n&do ultrapassando-se a dose de 50mg/dia), até uma dose total
maxima de 1 a 1,5g para forma LC e de 2,5 a 3g para LM. A anfotericina B
lipossomal é aprovada para tratamento da leishmaniose visceral, no entanto, seu
uso para tratamento da LC ou LM pode ser feito de maneira off label. Quando
utilizada, deve ser aplicada na dose de 1 a 4 mg/kg/dia (sem dose maxima diaria),
até a dose acumulada de 1 a 1,5g para a LC e de 2,5 a 3g na LM.

Quanto ao uso da pentamidina, esta medicagcdo € indicada por via
intramuscular profunda, na dose de 1 a 4 mg/kg, aplicada a cada dois dias, até a

dose maxima de 2g.
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Como observado, poucas sdo as medicacbes e esquemas terapéuticos
recomendados pelo MS. Revisdes sistematicas sobre o tratamento da LTA indicam a
necessidade de novas drogas e mesmo outros esquemas terapéuticos com as
drogas ja existentes (Santos et al. 2008, Gonzales et al. 2010, Almeida et al. 2008,
Olliaro et al. 2013, Reveiz et al. 2013). Outras drogas como a paramomicina sdo alvo
de estudos, no entanto a resposta terapéutica é variada, e ndo muito satisfatoéria no
tratamento de lesbdes cuténeas (Faghihi & Tavakili-Kia 2002, Tiuman et al. 2011).
Diferentes extratos vegetais sdo avaliados em multiplos trabalhos, como citado em
Tiuman e cols. (2011), no entanto sua real eficacia ainda necessita de ensaios
maiores e mais controlados.

A droga mais promissora para o tratamento da LC é o miltefosine, medicagéo
de uso oral, ja tendo recomendagdo forte pela Organizagcdo Panamericana de
Saude, para seu uso em casos de L. guyanensis (Chrusciak-Talhari et al. 2011,
Reveiz et al. 2013, OPAS 2013). Ela é usada no tratamento da leishmaniose na
india, no entanto em trabalho realizado na Colémbia, o miltefosine teve eficacia de
cura menor que a observada com os Sb®* (Soto et al. 2004). No Brasil, o primeiro
estudo avaliando este medicamento foi feito na Bahia, evidenciando eficacia maior
que a dos antimoniais em casos de LC daquela regido (Machado et al. 2010), onde a
resisténcia aos antimoniais ja foi demonstrada (Jirmanus et al. 2012). Apesar da
facilidade de ser de uso oral, o miltefosine ainda n&o € liberado para uso no pais, e
nao é isento de efeitos adversos.

Os antimoniais permanecem assim como primeira opc¢ao terapéutica no Brasil e
em relacdo ao risco de reacdes indesejaveis, os Sb°* podem causar efeitos
adversos sérios como manifestagbes cardiacas, renais e osteoarticulares (MS,
2010), que s&o na maioria das vezes dose-dependentes (Neves et al. 2010). Apesar
dos efeitos adversos mais graves serem relativamente incomuns, podem levar a
suspensao do tratamento (Oliveira et al. 2011).

Desde a década de 1990 ja foi evidenciado que a utilizacdo do Sb°>* em baixas
doses é eficaz na cura da doenga (Oliveira-Neto at al. 1996). O mesmo autor
demonstrou que doses diarias de 5mg Sb°*/Kg/dia, foram téo eficazes quanto doses
de 20mg Sb°*/kg/dia (Oliveira-Neto at al. 2000). Também ja foi demonstrado que a
aplicagdo de doses intralesionais (IL) de Sb°* podem levar & cura (Oliveira-Neto et
al. 1997, Vasconcellos et al. 2012). Da mesma forma, obteve-se éxito de cura clinica
com o tratamento alternativo de aplicagdo de uma ampola da medicacéo,
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independentemente do peso corporal, trés vezes por semana até a cura clinica
(Oliveira Neto et al. 20006).

Compreender o comportamento clinico, laboratorial e imunolégico de pacientes
tratados para LTA torna-se de fundamental importancia para o desenvolvimento de
estratégias de politicas publicas de saude. Diversos estudos relatam bons resultados
com doses baixas de Sb®>" de forma isolada, em relatos de casos ou em estudos
com grupos pequenos de pacientes. Assim, a investigagdo da série dos casos que
fizeram parte de protocolos de pesquisa com tratamentos alternativos é fundamental
para se determinar a eficacia a longo tempo destes esquemas terapéuticos. Esses
resultados podem contribuir para o desenvolvimento de futuras estratégias
terapéuticas eficazes com doses mais baixas de Sb°* e, consequentemente, menos

deletérias e de menores custos.
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2 - Justificativa

A leishmaniose cutanea € uma doenca infectoparasitaria que tem boa resposta
clinica ao tratamento medicamentoso especifico. Apesar disso, sabemos que ha
diferengas regionais, sendo o RJ uma area endémica em que a doenga tem uma
resposta mais favoravel ao tratamento em comparacao a outros Estados. Como fator
limitante tem-se o fato da droga ser de administracdo parenteral, e as doses
preconizadas pelo MS sao também responsaveis por efeitos adversos
potencialmente graves, que podem determinar a suspensdo da terapia. Em
pacientes HIV positivos, que ja fazem uso de diversas medicagdes, além da terapia
antirretroviral altamente efetiva (TARV), esses efeitos adversos e interagbes
medicamentosas podem ser ainda mais frequentes.

Apesar do carater benigno, e mesmo apos décadas de conhecimento e estudos
sobre a LTA, ainda é bastante discutivel o seu controle de cura, que considera
apenas o critério clinico, ndo havendo ainda um parametro considerado ideal para
esta finalidade, ocorrendo ocasionalmente reativacdo da doenca, mesmo apods os
pacientes terem sido submetidos a um tratamento completo e serem considerados
clinicamente curados.

Alguns estudos (Oliveira-Neto et al. 1996, Oliveira-Neto et al. 1997, Faghihi &
Tavakoli-Kia 2003, Vasconcellos et al. 2012) demonstraram que esquemas
terapéuticos com doses baixas de antimonial podem levar ao mesmo éxito de cura
do que o tratamento preconizado pelo MS. No entanto, ainda € necessario
determinar se pacientes tratados com esquemas alternativos apresentam recidivas
ou evolugdo para LM na mesma propor¢do daqueles que fazem uso de Sb>" em
doses convencionais.

Um dos fatores que poderiam determinar a real eficacia de tratamentos
alternativos seria comparar os pacientes tratados com as doses convencionadas
pelo MS com aqueles que utilizaram estes tratamentos.

Estudos com pacientes assintomaticos provenientes de areas endémicas de
leishmaniose evidenciaram que o perfil de resposta imune celular é semelhante aos
pacientes curados ha longo tempo (Da-Cruz et al. 2002), com alta proporgéo de
linfocitos TCD4" em relagdo a TCD8" e niveis elevados de IL-10 nestes individuos,
que sao considerados resistentes a infecgao (Bittar et al. 2007). Quando pacientes
curados foram comparados com pacientes com doenga ativa, foi demonstrado que

nos primeiros, os niveis de IL-10 eram mais elevados, e que a relagdo IFN- y/IL-10
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era mais baixa, proxima a um, evidenciando que a interacdo entre essas citocinas
pode ser de fundamental importancia no controle da infecgado e manutencao de cura
(Gomes-Silva et al. 2007).

A hipotese deste projeto é que esquemas terapéuticos utilizando doses mais
baixas de antimonial seriam capazes de induzir a uma resposta clinica de cura a
longo prazo (tempo superior a cinco anos) semelhante ao que ocorre com as doses
plenas determinadas pelo MS. Pretendemos, desta forma, verificar se doses
reduzidas de Sb®" desencadeiam um perfil clinico, parasitolégico e imunolégico
similar aos dos pacientes tratados com doses convencionais de Sb°".

Esses resultados podem se constituir em um indicativo de que esquemas com
doses baixas sdo eficazes, podendo assim ser considerados como indicagao
terapéutica da LC para pacientes de areas endémicas do RJ, em substituicdo as

doses preconizadas pelo MS.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Determinar, através de parametros clinicos, parasitolégicos e imunoldgicos, se

existe equivaléncia na eficacia longo tempo apos o tratamento da leishmaniose

tegumentar com esquemas terapéuticos utilizando-se diferentes dosagens de

antimonial pentavalente.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIiFICOS

1.

2.

Determinar se a manutencéo de cura, a incidéncia de recidivas e/ou o risco de
evolugdo para forma mucosa a longo prazo sdao mais elevados em pacientes
tratados com doses baixas de antimonial (5mgSb°‘/kg/dia) em relagcdo ao
tratamento convencional (15mgSb°*/kg/dia);

Avaliar a manutengdo de cura longo tempo apos o tratamento em pacientes
tratados com esquemas de terapia em doses intralesional ou em esquema de

tratamento com uma ampola trés vezes por semana até a cura clinica;

Determinar se o esquema terapéutico em doses mais baixas favorece a
persisténcia parasitaria, e se houve relacdo entre a presenca de DNA de
Leishmania e desfechos de evolugdo clinica (recidiva e evolugdo para

leishmaniose mucosa).

4. Avaliar se o esquema terapéutico utilizado influencia o perfil de citocinas (tipo

Th1, Th2 e Th17) e os niveis séricos dos isotipos de imunoglobulinas que

reconhecem antigenos de Leishmania.
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4 - METODOLOGIA

4.1 — TRABALHOS DE CAMPO E EsTuDOS CLIiNICOS

Essa investigacdo € um estudo transversal e retrospectivo de pacientes que
foram incluidos em protocolos de pesquisa para avaliagdo do uso de antimonial em
esquemas terapéuticos alternativos ou convencionais, tratados até o ano de 2005.
Foram selecionados os arquivos médicos de 582 pacientes que fizeram o tratamento
para leishmaniose nas instituigdes de pesquisa participantes no estudo (Instituto de
Pesquisas Clinicas Evandro Chagas - IPEC/FIOCRUZ/RJ) e Secretaria de
Vigilancia em Saude de Paraty — RJ). Os pacientes foram alocados nos diferentes
grupos de acordo com o esquema terapéutico empregado:

a) dose convencional preconizado pelo MS (15 mg/kg/dia) (n = 135)

b) doses baixas de antimonial (6mg/kg/dia) (n = 170)

c) dose diaria de uma ampola/dia, 3 vezes por semana até a cura clinica
(esquema em dias alternados, 2%/4%/62) (n = 74)

d) pacientes que utilizaram tratamento intralesional (n = 203)

4.1.1 - Plano de recrutamento

a) Levantamento de base de dados dos pacientes atendidos no IPEC/FIOCRUZ a
partir de um banco de dados dos pacientes atendidos pelo Dr. Manoel Paes de
Oliveira Neto, no periodo entre 1990 a 2005; e no Posto Municipal de Saude
Derly Elena de Paraty através da busca dos registros de notificagdo dos
pacientes tratados para leishmaniose atendidos pela Dra Alda Maria Da-Cruz e
Dra Maria Eugenia Jorge, no periodo de 1990 a 2000.

b) Busca ativa de casos através de trabalho de campo, com visitas domiciliares
para preenchimento de instrumento de coleta de dados, exame clinico e
dermatolégico e fotografia das cicatrizes de leishmaniose;

c) Coleta de material bioldgico (sangue periférico) durante a visita domiciliar.

d) Exame das mucosas oral e nasal, por rinoscopia anterior, com o auxilio de
espéculo nasal e foco luminoso, a procura de possiveis lesdes mucosas, e
guestionamento aos pacientes sobre sintomas desta afec¢do durante as visitas

domiciliares.
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4.1.2 - Investigacao clinico-epidemiologica

Levantamento de dados dos prontuarios médicos dos pacientes localizados e
incluidos no estudo e avaliagdo clinica durante a visita domiciliar relativos aos
seguintes parametros:

a) dados demograficos, clinicos e epidemioldgicos durante a doenga ativa;

b) métodos diagnosticos para leishmaniose empregados;

¢) esquema terapéutico utilizado;

d) exame clinico e dermatolégico longo tempo apds cura

¢) relatos de recidivas ou queixa de comprometimento de mucosas nasal e/ou

oro-faringea.

4.1.3 - Critérios de inclusdo: pacientes registrados como caso de leishmaniose
tegumentar e com diagnostico de leishmaniose comprovado laboratorialmente por
pelo menos um dos exames diagndsticos: sorologia, demonstracdo direta de
Leishmania (cultura, esfregaco de tecido na impressdo em lamina e exame
histopatolégico) ou pesquisa de DNA de Leishmania por PCR. Ter concluido o
tratamento com algum dos esquemas terapéuticos citados ha pelo menos cinco

anos.

4.1.4 - Critérios de nao inclusdao: tempo de evolucdo da doenca antes do
tratamento inferior a 30 dias, para se excluir pacientes que, devido a pouco tempo
de exposicdo ao parasito ndo possam ter tido tempo suficiente para desenvolver
uma resposta imunoldgica adequada, ou superior a 180 dias, para se excluir
pacientes que possam ter ficado com tempo de exposicdo ao parasito muito
prolongado.

4.1.5- Critérios de exclusdao: enderegos inexistentes, pacientes que eram
desconhecidos no endereco, enderecos nao localizaveis no mapeamento,
pacientes que mudaram de endereco, falecimentos, recusa em participar do
estudo, pacientes que residiam em areas de extremo risco por questdes de
seguranca, individuos que nao foram encontrados em casa durante a visita no
trabalho de campo e pacientes cujos prontuarios se perderam, impossibilitando
a analise das caracteristicas clinicas e laboratoriais durante a fase ativa da

doenca.
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4.2 — ESTRATEGIAS PARA AS AVALIAGCOES LABORATORIAIS

Para obtencdo do material biolégico foi coletado um volume aproximado de 30
ml de sangue periférico, em frascos com heparina e EDTA. Os plasmas foram
aliquotados e estocados a —20°C.

Do sangue heparinizado foram obtidas células mononucleares (PBMC)
utilizadas em ensaios de cultivo in vitro para quantificacdo de citocinas. As PBMC
foram isoladas através de gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co, St
Louis, CA, EUA) e estimuladas com Concanavalina A (ConA) e com antigenos de
Leishmania. Os sobrenadantes de cultura foram coletados no 3° dia para a dosagem
de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF, por citometria de fluxo (método CBA —
“cytokine binding assay”).

A quantificagdo de isotipos de imunoglobulinas foi feita através de teste ELISA
empregando antigeno soluvel de Leishmania para a detecgéo da classe IgG e suas
subclasses. Foram utilizados anticorpos monoclonais para captura (Sigma, EUA) e
deteccdo segundo protocolo estabelecido no nosso laboratorio. Os resultados foram
mensurados e expressos por densidade ¢ética (DO).

A deteccao de DNA parasitario no sangue foi realizada por PCR convencional.

4.3 - Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelos testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com
pos test de Dumm e teste t de Student para comparagédo entre os grupos e o teste
de Spearman para analise de correlagdo (GraphPad Software Inc., San Diego CA,
EUA). Os resultados foram expressos em meédia e desvio padrdo, mediana e
intervalo interquartil. Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas que apresentaram valores de p<0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 - CASUISTICA

Descricdo das atividades desenvolvidas nos trabalhos de campo e da
distribuicao espacial nos pacientes nas areas endémicas estudadas

Para o presente estudo, foram incluidos 582 registros de casos elegiveis, apés
um levantamento de dados junto aos registros de atendimentos ambulatoriais do Dr
Manoel Paes Oliveira Neto (IPEC/FIOCRUZ) e dos registros de pacientes que foram
tratados para leishmaniose no Posto de Saude Derly Elena no Municipio de Paraty,
entre os anos de 1990 e 2000.

O mapeamento espacial dos locais de residéncia dos casos foi realizado atraves
da ferramenta Google Maps®. Baseado neste mapeamento estabeleceu-se a
dindmica de busca pelos pacientes, reduzindo-se o numero de visitas repetidas a
uma mesma area (Figura 2).

Visitas peridédicas foram realizadas para as seguintes cidades: Rio de Janeiro
(nos bairros de Bangu, Bento Ribeiro, Campo Grande, Guaratiba, llha de Guaratiba,
llha do Governador, Jacarepagua, Méier, Oswaldo Cruz, Paciéncia, Padre Miguel,
Penha, Piedade, Quintino, Realengo, Senador Camara e Vila Kennedy), Belford
Roxo, Duque de Caxias, Itaguai, Japeri, Mesquita, Niterdi, Nilépolis, Nova Iguagu,
Queimados, Sao Gongalo, S&o Jodo de Meriti, Seropédica e Paraty.

As visitas no Municipio do Rio de Janeiro e regido metropolitana foram
realizadas entre os meses de agosto de 2010 e dezembro de 2011, e entre fevereiro
e setembro de 2013. Na cidade de Paraty o periodo das viagens compreendeu-se
entre fevereiro e dezembro de 2012.
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Figura 2: Distribuicdo espacial de parte dos casos de leishmaniose tegumentar Americana
residentes em municipios do Estado do Rio de Janeiro, atendidos no Instituto de Pesquisa Clinicas
Evandro Chagas/FIOCRUZ. Cada simbolo azul representa a residéncia de um caso no mapa.
Simbolos amarelos representam casos com dois enderegos cadastrados, e em vermelho os casos

excluidos do estudo.

Utilizando a ferramenta “Google Earth®, obteve-se também uma visualizagéo
espacial, no entanto, localizando os pacientes em relagdo a cobertura vegetal das
areas endémicas (Figura 3). A medida que o local de residéncia dos pacientes era
localizado, os casos eram categorizados e os simbolos modificados, caso fossem

incluidos (simbolos verdes) ou excluidos (simbolos vermelhos) no estudo (Figura 4).
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Figura 3: Distribuicdo espacial de parte dos casos de leishmaniose em relagado a cobertura vegetal.
Simbolos azuis: residéncias de casos de leishmaniose ainda ndo procurados. Simbolos amarelos:

casos com dois enderecos registrados. Simbolos vermelhos: casos excluidos do estudo.
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Figura 4: Distribuicdo espacial de parte dos casos incluidos (simbolos verdes) e excluidos (simbolos
vermelhos) do estudo. Simbolos azuis: residéncias de casos ainda nao procurados. Simbolos

amarelos: casos com dois enderegos registrados.
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Ao se analisar o mapa pelo Google Earth®, observamos que a maior parte dos
pacientes encontrava-se nos arredores dos maci¢gos montanhosos de Pedra Branca
e de Gericin6 (Figura 5). Esta observagédo aponta para a uma maior ocorréncia dos
casos na interface cidade/floresta. Devemos considerar que esta é uma fotografia
atual, e € bem provavel que na época em que estes casos ocorreram, por vezes
mais de 15 anos atras, a cobertura vegetal era maior. Na Figura 6, essa proximidade
dos casos com a mata fica melhor evidenciada na regido de Mesquita (Figura 6),
uma importante area endémica do RJ na década de 1980.
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Figura 5: distribuicdo espacial de parte dos casos ao redor dos macigos montanhosos de Gericiné e
Pedra Branca. Simbolos azuis: residéncias dos casos de leishmaniose ainda ndo procurados.
Simbolos vermelhos: casos excluidos do estudo. Simbolos amarelos: casos com dois enderegos

registrados.
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Figura 6: Aglomerado de parte dos casos na fronteira do macigo montanhoso/cidade, observado no
Municipio de Mesquita. Cada simbolo azul representa o local de residéncia de um caso. Simbolos

verdes: casos incluidos no estudo. Simbolos vermelhos casos excluidos do estudo.

Caracteristicas semelhantes de distribuicao espacial foram encontradas na cidade
de Paraty, onde havia o maior numero de pacientes tratados com doses
convencionais (15mgSb°*/kg/dia). Estes pacientes formaram o nosso grupo controle.
As representagdes se encontram nas Figuras 7 e 8. As caracteristicas de cobertura
vegetal nesta cidade, no entanto, ndo se modificaram muito com o passar dos anos.
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Figura 7: Distribuicdo espacial dos 135 casos de leishmaniose no Municipio de Paraty (ha
sobreposicdo de simbolos). Simbolos azuis representam as residéncias de casos ainda néao
procurados. Simbolos verdes: casos incluidos no estudo. Simbolos vermelhos: casos excluidos do
estudo.
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Figura 8: Distribuicdo espacial dos 135 casos de leishmaniose no Municipio de Paraty em relagéo a
cobertura vegetal (ha sobreposi¢cdo de simbolos). Simbolos azuis representam as residéncias dos
casos ainda nao procurados. Simbolos verdes: casos incluidos no estudo. Simbolos vermelhos:

casos excluidos do estudo.
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Apés serem finalizadas 50 visitas de campo, a imagem final do mapeamento pode

ser vista abaixo, na Figura 9.
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Figura 9: Distribuicdo espacial final dos 582 casos incluidos e excluidos, nos municipios do Estado
do Rio de Janeiro (ha sobreposi¢cdo de simbolos). Simbolos verdes: casos incluidos no estudo;
simbolos vermelhos: casos excluidos do estudo; simbolos azuis: casos que ndo foram procurados.
Em menor detalhe, mapa do Estado do Rio de Janeiro, com a localizagdo espacial das duas grandes

areas estudadas, em destaque.

Apesar da distancia de cerca de 160 km existente entre as duas regides
analisadas, estudo anterior de nosso grupo destacou que as caracteristicas clinicas
da LTA no Municipio de Paraty sdo muito similares as caracteristicas
ecoepidemioldgicas e clinicas da LTA encontradas na regido metropolitana do Rio
de Janeiro (Oliveira-Neto et al. 2000, Vieira-Gongalves et al. 2008), o que torna
estes grupos potencialmente comparaveis.

Do total de 582 pacientes pré selecionados, foram buscados 349 casos, dos
quais 100 foram incluidos em nosso estudo, representando um aproveitamento de
28%. Os outros 249 pacientes foram excluidos por diferentes motivos, como
observado na Tabela 1. Os demais 233 individuos restantes da selecao inicial nao
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chegaram a ser procurados, por uma questdo de distancia territorial e dificil logistica
das solicitacdes de veiculos para trabalho de campo.

Tabela 1: Motivos de exclusdo de casos procurados apds a visita residencial em
trabalho de campo nos municipios do Estado do Rio de Janeiro.

MOTIVO DA EXCLUSAO NUMERO DE PACIENTES

Endereco inexistente 66
Desconhecido no endereco 53
Endereco ndo localizado no mapa 40
Mudancga de enderego 24
Falecimento 21

Recusa em participar do estudo 17
Perda de prontuario 12
Area de risco por questdes de seguranga 11

Paciente nao localizado na residéncia 5

Total de excluidos 249

Dezessete pacientes se recusaram a participar do estudo, sendo trés deles de
Paraty e 14 da regido metropolitana do Rio de Janeiro. No entanto, o nosso contato
direto foi apenas com nove destes. Os oito restantes foram contactados por
familiares ou vizinhos, por ndo se encontrarem na residéncia no momento da
visitagcao, o que pode ter deturpado a ideia do que realmente tratava a pesquisa.

A receptividade dos pacientes foi considerada muito boa, apesar de estarem
curados e terem terminado o tratamento da leishmaniose ha muitos anos, por vezes
ha mais de 20 anos. Apos esclarecimento sobre a pesquisa, e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido, os que concordaram em participar foram
incluidos no estudo.

A maioria dos pacientes, se ndo todos, relataram terem sido muito bem
atendidos pelos médicos e profissionais de saude da Fiocruz durante a fase ativa da
leishmaniose, o que os deixou plenamente satisfeitos com o tratamento.

Acreditamos que este bom atendimento ao paciente ho momento da doencga
ativa colaborou para o bom aproveitamento que tivemos. Este fato deixa claro que o
atendimento médico feito com respeito e qualidade € um pilar importante para a
realizacao de futuras pesquisas cientificas com pacientes curados.
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5.2 - MANUSCRITO | (Submetido) — ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS
PACIENTES TRATADOS COM DOSES DE 5mgSb*‘/KG/DIA E OS PACIENTES
TRATADOS COM DOSES PLENAS: EFICACIA DOS TRATAMENTOS A LONGO
PRAZO

Resumo

O tratamento da leishmaniose cutanea (LC) utilizando antimoniais foi iniciado em
1912, no Brasil. O uso da forma pentavalente (Sb°*) se iniciou na década de 1940, e
apesar de ainda ser eficaz para curar a LC, pode causar efeitos adversos graves.
Outras opgdes de tratamento, como pentamidina e anfotericina B, também séao de
administragado parenteral, o que igualmente dificulta o seu uso. Na tentativa de
reduzir os efeitos adversos dos Sb°*, esquemas terapéuticos em doses baixas ja
evidenciaram ser seguros para LC no Rio de Janeiro (RJ). Apesar das evidéncias de
que doses reduzidas de Sb°* levam & cura logo apds o tratamento, sua eficacia a
longo prazo (mais de cinco anos) ndao € bem estabelecida. Nosso objetivo foi
verificar se a terapia com doses baixas de 5mg Sb>*/kg/dia por 30 dias (DB) foi tao
eficaz quanto o uso de doses regulares de 15mg Sb°®*/kg/dia por 30 dias (DR) na
manutengdo de cura da LC mesmo longo prazo apdés o tratamento. Setenta
pacientes curados de LC foram analisados e comparados: 37 pacientes (52,8%) no
grupo DB e 33 (47,2%) no grupo DR. Os dois grupos eram clinicamente similares
durante a fase ativa da LC. Todos os 70 pacientes mantiveram-se curados até o
exame dermatologico atual mesmo em periodos tdo longos quanto 26 anos apds o
tratamento com DB. Durante o exame dermatoldgico atual, ndo foram detectadas
recidivas ou evolugdo para forma de leishmaniose mucosa (LM). Apés um periodo
minimo de seis anos apos o tratamento, a detecgdo de anticorpos I1gG1 e IgG3 anti-
Leishmania demonstrou niveis similares entre os dois grupos. Os niveis de IgG1 e
IgG3 foram negativos em 74,2% e 83,8%, respectivamente, no grupo DB. N&o foi
observada diferenga clinica significativa entre os grupos nos casos em que estes
niveis foram positivos. Nao foram observadas diferencas entre as citocinas tipo 1 e
tipo 2. Entretanto, nas culturas estimuladas com antigenos de Leishmania a IL-6 foi
significativamente mais elevada do que nas culturas sem estimulo antigénico nos
casos DB. Nossos resultados sugerem que o tratamento com DB foi tdo eficaz
quanto o uso de DR na manutencdo de cura da LC, mesmo longo tempo apds o

tratamento.
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Abstract

Antimony therapy was first used to treat cutaneous leishmaniasis (CL) in 1912.
Pentavalent antimonial (Sb°*) compounds were introduced as leishmaniasis therapy
in the 1940s and are still efficient in curing CL, but they may cause serious adverse
effects. Although there are other options for CL treatment, such as pentamidine and
amphotericin B, similar to Sb°*, these drugs are also administered parenterally. To
reduce the adverse effects of antimony, low-dose therapies were attempted and were
proven safe in curing CL in patients in the state of Rio de Janeiro. Despite evidence
that low Sb°* doses lead to a clinical cure soon after therapy, the long-term
effectiveness (more than five years) of these low dosages is not well-known. Our
goal was to determine whether low-dose therapies (LowD; 5 mg/kg/day for 30 days)
are as effective as regular doses (RegD; 15 mg/kg/day) for the long-term curative
maintenance of CL. The medical records of seventy patients who were successfully
treated for CL were retrieved and compared: 37 patients (52.8%) were allocated to
the LowD group, and 33 patients (47.2%) to the RegD group. Patients in both groups
were clinically similar during active CL disease. Patients in both the LowD and RegD
groups remained free of CL for periods as long as 26 years after therapy. During the
follow-up clinical examination, neither active lesions nor evolution to mucosal disease
was detected. The levels of anti-Leishmania 1gG1 and IgG3 antibodies, detected
after a minimum average time of six years following clinical cure, were similar in both
groups. 1gG1 and IgG3 titres were negative in 74.2% and 83.8% of patients in the
LowD group, respectively. In patients where either IgG1 or IgG3 was positive, no
significant differences were observed in the clinical presentations of the patients in
the LowD and RegD groups. No differences were observed between the groups
regarding the levels of type 1 and type 2 Leishmania-induced cytokines. However, in
PMBCs from the LowD patients, the IL-6 levels were significantly higher in
Leishmania-stimulated cultures in the cured patients than in cultures with medium
only. Our results show that LowD therapy was as efficient as RegD in the long-term
curative maintenance of CL and support the recommendation of its use in areas

where the infection has a good response to antimonial compounds.

Key words: Cutaneous leishmaniasis, low dose antimony therapy, long term clinical

cure.
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Introduction

Leishmaniasis is a complex disease showing significant clinical pleomorphism
and epidemiological diversity. It is a parasitic disease caused by protozoans of the
genus Leishmania. Many species are involved in its pathogenesis, which may explain
the varying clinical manifestations (MS, 2010).

According to the World Health Organization (WHO, 2013), the disease is
widespread on the American continent, from Mexico to North Argentina. The majority
of cutaneous leishmaniasis (CL) cases in South America are found in Brazil, with an
incidence of 26,008 cases per year between 2003 and 2007, with an estimated
annual incidence of 72,800 to 119,600 (Alvar et al. 2012). Rio de Janeiro State (RJ),
located in southeast Brazil, is an endemic area, and L. (Viannia) braziliensis is the
species associated with CL cases (MS, 2010). In RJ, the municipalities of Rio de
Janeiro and Paraty are the major endemic areas, and those infected have been
shown to have similar clinical characteristics (Vieira-Gongalves et al., 2007).

More than a century ago, in 1912, Gaspar Vianna first used antimony therapy to
treat CL in Brazil (Dutra & Silva, 1914). Pentavalent antimonial (Sb°*) was introduced
as leishmaniasis therapy in the 1940s (Berman, 1988) and is still an efficient cure for
CL. Despite its effectiveness in treating CL, patient follow-up is made difficult by the
exclusively parenteral administration. Other drugs used as CL therapy, such as
pentamidine and amphotericin-B, are also administered parenterally. Miltefosine, an
oral medication, has been used in India with good results, mainly for the treatment of
visceral leishmaniasis (Dorlo et al. 2012). Miltefosine has only recently been used to
treat CL, and few papers discuss its use in clinical practice (Dorlo et al. 2012).
Although its efficacy is inconsistent, depending on the species of Leishmania
involved (Soto et al. 2004), this drug is now recommended for the treatment of
L. guyanensis infections (Chrusciak-Talhari et al. 2011, Reveiz et al. 2013). The first
clinical trial of miltefosine to treat CL caused by L. braziliensis in Brazilian patients
was published in 2010 (Machado et al. 2010). However, miltefosine has not yet been

licensed in Brazil.

Although anti-Leishmania drugs are fundamentally safe and severe side effects
requiring the discontinuation of treatment are relatively uncommon (Oliveira et al.
2011), a correlation between the concentration of antimony in the body and the
incidence of adverse symptoms had been shown (Neves et al. 2009). This correlation
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may be more frequent in patients older than 50 years (Diniz et al. 2012). Because the
use of antimony compounds may result in serious adverse effects (MS, 2010), the
use of experimental low dosages of antimony, including intralesional therapy, has
been proposed since the nineties (Oliveira-Neto et al. 1996 and 1997). Although
many authors have shown good results using Sb°* at low doses, few papers have
been published since then, with most evaluating the patient for an average period of
five to ten years after therapy. The cure rates achieved by these studies varied from
80% to 100% (Oliveira-Neto et al. 1997, Uzun et al. 2004, Schubach et al. 2005,
Oliveira-Neto & Mattos 2006, Vasconcellos et al. 2012). Despite evidence that low
antimonial doses lead to a clinical cure soon after therapy, the long-term efficacy of

these low dosages is not well-known.

In the 1980s and 1990s, Brazilian patients were treated with 15 mg Sb°*/kg/day
of antimony, administered in three series of 10 days with an interval period of 10
days between each administration, requiring a total of 50 days to complete the
therapy. In 1992, the Brazilian Minister of Health published a recommended dosage
of 10-20 mg/kg/day for 20 days. Since 1996, this recommendation has been
implemented in RJ, although the regimen with interval periods had been shown to be
better tolerated (Azeredo-Coutinho et al. 2002). The Sb® compound remains the
most commonly used drug for CL therapy. The dose of 15 mg is effective in curing
patients in RJ of CL, although higher dosages are necessary in patients who live in
other endemic regions (Machado et al. 2010). Patients may experience serious
adverse effects affecting the heart, kidney and osteo-articular junctions, sometimes
limiting their ability to work. Despite this therapy, mucosal leishmaniasis (ML) will
evolve in an estimated 3 to 5% of patients infected with L. braziliensis within five
years after therapy (MS, 2010).

The WHO promotes global policies for leishmaniasis control. However, to
improve the existing control of the disease, evidence for the effectiveness of different
treatment strategies is needed (Reveiz et al. 2013).

Low-dose Sb°* therapies have been proposed since the 1990s due to studies
indicating its efficacy (Oliveira-Neto et al. 1997, Schubach et al. 2005, Oliveira-Neto
& Mattos, 2006, Vasconcellos et al. 2012), even for mucosal disease (Oliveira-Neto
et al. 2000). Low-dose antimony compounds may mean a lower incidence of adverse
effects and lower costs. However, these low-dose therapeutic regimens are not yet
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recommended, which is due, in part, to the absence of long-term data regarding the
relapse or progression to ML more than 5 years after completing low-dose therapy.
Our goal was to show whether low-dose therapies are as effective as regular doses

in maintaining a long-term cure of CL.

Methodology
Study population

After a review of medical records for clinical and epidemiologic data, patients
with CL who were treated with a low dose of antimony (LowD, 5 mg Sb°*/kg/day/30
days) or a regular dose (RegD, 15 mgSb°®*/kg/day/30 days) and who had completed
treatment at least five years ago were selected from two RJ state municipalities: Rio
de Janeiro and Paraty cities. A total of 305 individuals were enrolled in the study and
divided into two groups. The LowD group was composed of 170 patients, and the
RegD group was composed of 135 patients. Field researchers sought 224 of these
selected patients and, in 50 field visits, performed interviews and dermatologic
examinations of these patients in their houses.

These previous patients were questioned and examined for signs or symptoms
of mucosal disease (nasal discharge, bleeding, pain, ulcerations or other mucosal
abnormalities). Examinations for scars or skin lesions compatible with CL were
performed. Blood samples for future immunoassays were collected, and serum

aliquots were stored at -20°C.

ELISA assay for detecting anti-Leishmania spp. antibodies — IgG, 1gG1, IgG2, IgG3
and IgG4

The immunoassay protocol was performed as previously described (Fagundes-
Silva et al. 2012). Briefly, soluble antigens of L. braziliensis promastigotes
(MHOMBRA1952903) (10 pg in each 200-uL well) were added to polystyrene flat-
bottom microtitre plates (Nunc-immuno Plate, Roskilde, Denmark) and incubated at
4°C overnight in a humidified chamber. The plates were washed, and diluted sera
(1:40) were added and incubated at room temperature. After six washes, the plates
were incubated with peroxidase-conjugated mouse monoclonal anti-human IgG1 and

IgG3 (catalogue number HP6047, Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA,
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USA). After further washes, the enzymatic reaction was developed, and the colour
evolution was terminated with a stop solution. The absorbance was measured with
an EMax microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) at 492 nm.
The results were expressed as optical density (OD).

Detection of Leishmania DNA by polymerase chain reactions (PCR)

To isolate DNA from 300 pL of peripheral blood, the Blood GenomicPrep Mini Spin
Kit for DNA (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) was used in accordance with the
manufacturer’s instructions. PCR was performed according to previously described
procedures (Pirmez et al. 1999). The following primers were used: HM1 [5"-(CCG
CCC CTATTT TAC ACC AAC CCC)-3], HM2 [5'-(GGG GAG GGG CGT TCT GCG
AA)-3']1 and HM3 [5°-(GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC)-3] (Gibco, Séo
Paulo, SP). PCR was performed in a total reaction volume of 25 pL under the
following conditions: 35 cycles of 30 s each consisting of denaturation at 94°C,
annealing at 54°C and extension at 72°C. A GENEAMP PCR System 9700 automatic
thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used. Amplified
products (10 pyL) were analysed by electrophoresis in 1% agarose gels stained with
ethidium bromide (0.5 pg/mL) and visualised with UV.

Cytokine measurements

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Hypaque
(Histopaque 1077, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) density centrifugation and
used for in vitro stimulation with concanavalin A (20 pL/mL) and L. braziliensis
antigens (LbAg, 1 mg/mL). After 3 days, the cell culture supernatants were harvested
and stored at -20°C until use. Cytokine levels were measured by a Cytometric Beads
Array kit (CBA, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and processed according to
the manufacturer’s protocol. The following cytokines were quantified: IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17, TNF and IFN-y. The data were acquired using a FACSCalibur system
and were analysed using the software provided by the manufacturer (FCAP Array,
BD Biosciences). The standard curve for each cytokine covers a range of 20 to 5,000
pg/mL.

34



Statistical analyses

The ELISA cut-off values were determined using receiver operating
characteristic curves (ROC). The Mann-Whitney, Student t test and Kruskal-Wallis
ANOVA test followed by Dunn’s multiple comparisons post test were used to
compare the groups. Spearman’s test was used to perform the correlation between
different parameters. The software GraphPad Prism version 5.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was employed. The results were
expressed as the mean * standard deviation or as the median and interquartile

interval. Values of p < 0.05 were considered significant.

Results
Case series

Seventy out of 224 (31.2%) cured patients with a history of CL were located: 37
patients (52.8%) in the LowD group, and 33 patients (47.2%) in the RegD group. The
other 154 individuals who qualified for the study were not enrolled for various
reasons: change of address (36.5%), no address (29.5%), death (9.5%), patient
refusal to participate (9.5%) and other causes (15%).

Clinical evaluation during active cutaneous leishmaniasis disease

Patients in both groups presented with similar clinical features during active CL
disease. The duration of iliness prior to diagnosis varied from 2 to 3 months in both
groups. The male/female ratio was 12/25 in the LowD group and 11/22 in the RegD
group. The mean age (+SD) was 31.5 + 18.5 years in the LowD group and 26.5 +
16.5 years old in the RegD group. The median number of lesions was 1.7 (LowD)
and 1.4 (RegD) lesions per patient. All patients had ulcerated lesions, with an
average area of 6.7 + 6.0 cm? (LowD) and 2.7 + 2.9 cm? (RegD). In the LowD and
RegD groups, the limbs (legs and arms) were affected in 65% and 70%, respectively,

and the face was affected in 21% and 24%, respectively.

Importantly, ML was absent in all patients during active CL disease.
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Laboratory diagnosis of active cutaneous leishmaniasis disease

The diagnosis of leishmaniasis during the active phase of the disease was
confirmed by parasitological diagnosis (imprint, histopathology, culture or protein
chain reaction) in 22/25 LowD patients and in 10/13 RegD patients. The Montenegro
Skin Test was positive in both groups (median 22, range from 17 to 30 mm in the
LowD group; median 15, range from 10 to 15.3 mm in the RegD group).

Therapeutic regimen

The LowD group was treated with a 5 mg dose of Sb°*/kg/day for 30 days. The
RegD group was treated with a dose of 15 mg Sb°*/kg/day for 30 days (3 series of 10
days, with an interval period of 10 days between each series). The average
antimonial accumulated dose per patient was 8,574 mg in the LowD group and
22,041 mg in the RegD group (a 2.57-fold greater amount).

Clinical response soon after low and regular doses of antimonial

In the LowD group, 86.5% (32/37) of the patients were cured at the end of the
treatment. Two patients (5.4%) required two further rounds of the LowD therapeutic
schema to be successfully treated, and three patients (8.1%) required a
complementary regular dose to be cured. No sequelae were noted, and no
resistance to a higher Sb°* dose was observed immediately after therapy. Only one
patient (2.7%) relapsed one year after the second dose (regular dose therapy) and
was successfully treated with amphotericin B (575 mg). One cured patient (2.7%)
developed ML one year after treatment and was successfully treated with 20
mgSb®*/kg/day for 21 days plus an amphotericin B (1,462.5 mg) regimen.

In the RegD group, 32/33 patients (97%) were successfully treated, with only
one patient (3%) requiring a second round of the same therapy. Four patients
(12.1%) had relapses one to four years after the treatment and were successfully
treated after another regular Sb°* regimen. One patient (3%) developed ML three

years after treatment and was cured after a 30-day course of 15 mg Sb>*/kg/day.

No significant differences were observed between the LowD and RegD groups
in terms of the number of lesions, the time of disease evolution prior to diagnosis and
the size and location of the lesions.
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Long term follow-up after therapy

The average time of the follow-up examination after treatment was 14 years in
the LowD group (ranging from 11 to 26 years) and 18 years in the RegD group
(ranging from 6 to 27 years). No relapses or ML was detected in the long-term CL
follow-up of either group.

All leishmaniasis scars remained free of active disease in the LowD and RegD

groups. Active lesions of leishmaniasis and cutaneous scars are shown in Figure

Figure 1: Lesions of patients with active cutaneous leishmaniasis before treatment (1a, 2a, 3a and

4a), and the maintenance of a long-term cure after low-dose antimony therapy (5 mg Sb®/kg/day/30
days) in these same patients. 1b and 3b: 24 years after therapy, 2b: 13 years after therapy; 4b: 14

years after therapy.
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Detection of IgG1 and IgG3 anti-Leishmania >5 years after therapy

Blood samples from 31 patients from the LowD group and 21 patients from the
RegD group were collected for 1gG isotype quantification. After a minimum average
of six years after the clinical cure, similar levels of the IgG1 and 19G3 anti-Leishmania
antibodies were found. In the LowD group, the 1IgG1 and I1gG3 titres were negative in
74.2% and 83.8%, respectively. In the RegD group, similar results were found, with
85.8% and 71.5%, respectively, of samples having negative titres (i.e., lower than the
cut-off value). No significant differences were observed for the positive titres between
the LowD and RegD groups for either IgG1 or IgG3. The results of the IgG
quantification by isotype are shown in table 1.

Table 1: Frequency of negative titres of anti-Leishmania braziliensis immunoglobulin
G and IgG isotypes in individuals with a clinical cure of cutaneous leishmaniasis who
were evaluated years after the treatment with low or regular doses of pentavalent
antimony.

Cases presenting negative

Therapeutic Regimen anti-Leishmania immunoglobulin

IgG 1gG 1 IgG 2 IgG 3 IgG 4
LowD (n =31) 54.8% 74.2% 83.8% 83.8% 96.8%
RegD (n = 21) 66.7% 85.8% 90.5% 71.5% 95.2%

Antimonial pentavalent regimes: low dose (LowD) = 5 mg Sb5+/kg/day/30 days; regular dose (RegD) = 15 mg

Sb5+/kg/day/30 days (3 series of 10 days, with an interval period of 10 days between each series).

DNA detection of Leishmania spp. by polymerase chain reaction assay.

PCR reactions were performed using DNA from the blood samples of 31/37
LowD patients and 23/33 RegD patients. Positive reactions were observed in 5/23
RegD patients (21.8%). The reaction was negative in all LowD patient samples
(Table 2).
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Table 2: Evaluation of parasite persistence by detecting Leishmania spp. DNA in
blood samples from patients cured of cutaneous leishmaniasis years after therapy

Therapeutic Leishmania DNA detection by PCR (n)
Regime Positive Negative
LowD (n = 31) 0 31
RegD (n = 23) 5 18

Antimonial pentavalent regimes: low dose (LowD) = 5 mg Sb5+/kg/day/30 days; regular
dose (RegD) =15 mg Sb5+/kg/day/30 days (3 series of 10 days, with an interval period of

10 days between each series)

The cytokine levels of 14 patients who received LowD therapy and 22 who
received RegD therapy were assessed in cell culture supernatants harvested from
PBMCs stimulated with Lb-Ag antigen, concanavalin A (ConA) or medium only.
Similar levels of IL-4, IL-10, IL-17, IFN-y and TNF were observed in all patients,
regardless of therapeutic regimen (Figure 1 and Table 3). However, the LowD group
displayed higher median levels of IL-6 compared with the RegD group. Interestingly,
high levels of IL-6 were spontaneously secreted by cells incubated in medium only,
although a significant difference in IL-6 secretion was only observed between
unstimulated cells and cells stimulated with Lb-Ag from the LowD group.

There was a tendency for PBMCs from the LowD group to secrete higher IFN-y
levels compared with PBMCs from the RegD group (Figure 2). Curiously, there was a
positive correlation between IFN-y and TNF production and IgG1 levels only in the
LowD group. Only two patients from the LowD group secreted high levels of IL-17A,
but no clinical relevance was associated with this finding.

The PBMCs from both groups of patients secreted elevated levels of all the
cytokines in response to Con-A compared with PBMCs incubated in medium only
(p<0.05). This finding was observed even for IL-4, which was negative in the LbAg-
stimulated cultures. Nevertheless, the cytokine production in response to ConA was

not significantly different between the LowD and RegD groups (Table 3).
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Figure 2: Leishmania braziliensis antigen-induced cytokine production in leishmaniasis patients in the long term after therapy. Patients were treated with low
doses (LowD; 5 mg Sb5+/kg/day/30 days) or regular doses (RegD; 15 mg Sb5+/kg/day/30 days in 3 series of 10 days, with an interval period of 10 days
between each series). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of cutaneous leishmaniasis patients were cultured with a crude extract of L. braziliensis
antigen (Lb) or with medium only (Background-BG), and the supernatants were collected after 72 h for cytokine quantification. (A) IFN-y and TNF levels from
the Th1 profile. (B) IL-17 levels from the Th17 profile. (C) IL-4 and IL-10 from the Th2 profile. (D) IL-6 levels from the inflammatory profile. The results are
shown for each sample (pg/mL). Each point represents one subject. Horizontal bars indicate the median value of each group. BG-LowD — open squares. BG-
RegD — open circles. Lb-LowD — solid squares and Lb-RegD — solid circles. * Kruskal-Wallis test: p <0.05. ** p<0.01 and *** p <0.001. Obs: a (p=0.08)

indicates a significant difference between the Lb-LowD and RegD group based on the Mann-Whitney test.



Table 3. Leishmania braziliensis induced-cytokine levels in the culture supernatants of peripheral blood mononuclear cells from

cutaneous leishmaniasis patients evaluated years after the treatment with low or regular doses of pentavalent antimony.

In vitro cultures of peripheral blood mononuclear cells

Cytokines Medium Concanavalin A Leishmania antigen P value
pg/mL LowD RegD LowD RegD LowD RegD .
(n=14) (n=22) (n=14) (n=22) (n=14) (n=22)
IL-4 0.0 0.0 3.6 24.3 0.0 0.0 NS
[2.6-26.9] [9.5-80] [0.0-1.7] [0.0-0.3]
IL-6 14,544 12,791 18,450 17,909 17,733 15,746 0.002*
[6,772-16,382] [1,332-13,641] [17,513-19,056] [13,438-18,634] [16,980-18,268] [4,027-17,212]
IL-10 52.9 21.6 587.3 349.7 103.3 80.9 NS
[4.9-74.4] [0.0-82.7] [473-896] [310-708] [26.8-159] (13.2-179]
IL-17A 0.0 0.0 1,756 1.449 21.9 0.0 0.09*
[1,153-3,108] [972-2,253] [0.0-42.6] [0.0-26]
IFN-y 1.2 0.0 3,800 3,677 2,266 789.8 0.08*
[0.0-20.2] [0.0-0.9] [2,990-4,011] [3,286-3,854] [622,7-3,755] [268.6-2,340]
TNF 12.5 4.7 1,302 1,195 169.2 217.5 NS
[1.7-24] [0.0-73.8] [747.1-2,046] [838.8-2,260] [82.6-874] (35.4-499]

Antimonial pentavalent schedule: low dose (LowD) = 5 mg Sb5+/kg/day/30 days; regular dose (RegD) = 15 mg Sb5+/kg/day/30 days (3 series of 10 days, with an interval period
of 10 days between each series). n, number of patients; IL, interleukin; IFN-Y, interferon gamma; TNF, tumour necrosis factor; NS, not significant. Note: [interquartile range]

values. *Among LowD patients and RegD patients. ¥ P value based on Mann-Whitney U test. * P related to Leishmania antigen dosages.
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Discussion

Leishmaniasis is considered a neglected disease, and research into CL therapy has not
progressed compared with studies of other non-neglected diseases (Yamey & Torreele 2002).
Although studies on the treatment of leishmaniasis are needed, new drug research is expensive,
and budgetary considerations are daunting. Nevertheless, studies involving new therapeutic
strategies or comparing the efficacy of existing drugs are needed (Reveiz et al. 2013), and these

studies should consider extended follow-up periods (Gonzalez et al. 2010).

In this study, groups of patients treated with low and regular antimony doses showed no
clinical differences during the active CL disease phase. In this study, we demonstrated that
patients treated with a low or regular dose of Sb>* presented similar long-term clinical outcomes,
even six to 27 years after therapy. Indeed, the long-term IgG1 and 1gG3 anti-Leishmania titres

and cytokine production profiles were similar in both groups.

Although there were more women than men in this study, this bias does not indicate a
higher CL frequency in women. This observation could be explained by the changing
epidemiology of the disease, once present only in forested areas and now present in
peridomiciliar areas. Furthermore, in Brazil, the social and economic characteristics are such

that a more marked female presence in or around houses is not surprising.

Patients treated with the LowD regimen reached an excellent cure rate of 86.5% soon after
treatment and of 100% in the long term. Interestingly, even the presence of LowD patients with a
higher average lesions area than the RegD patients did not affect the effectiveness of the
therapy. One ML case was detected in the LowD group, but ML also occurred in the RegD
group. An estimated 3-5% of all CL evolves to ML (MS. 2010), and some studies in Brazil have
shown an incidence ranging from 2.7% to 9.2% (Oliveira-Neto et al. 2000. Jirmanus et al. 2012).
When the two groups were evaluated a minimum of 6 years after therapy, no relapses or

evolution to ML was detected, even after 25 years.

The 1gG1 and IgG3 levels in both the LowD and RegD groups were similar. The

immunoglobulin levels tended to decrease with time, although some patients may maintain
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antibodies against Leishmania antigens (Fagundes-Silva et al. 2012). Some patients in the
LowD and RegD groups remained positive for IgG1 (25.8% and 14.2%, respectively) and 1gG3
(16.2% and 28.5%, respectively) even many years after therapy. No significant clinical
correlation was observed, and there was no statistical correlation with PCR positivity. The

reason for the maintained immunoglobulin positivity remains unclear.

Type 1 (IL-2, IFN-y and IL-2) and type 2 (IL-4 and IL-10) cytokine levels were similar
between the LowD and RegD groups, which may indicate that different dosages of Sb® in CL
treatment do not interfere with the immune response associated with a clinical cure. IL-6
production was higher in the patients who received the LowD regimen. There may have been an
extended exposure to Leishmania antigens in the LowD patients compared with the RegD
patients, leading to a greater antigenic stimulation in the LowD patients. Although the IL-6
function is related to its pro-inflammatory action (Rose-John et al. 2012), the mechanisms of IL-6
induction can also lead to IL-10-producing Tr1 cells, which control auto-immune diseases (Jin et
al. 2013). High levels of IL-6 were implicated in the down-regulation of pro-inflammatory
responses in leishmaniasis and could be implicated in the low risk of ML progression (Castelucci
et al. 2006). After determining that LowD therapy leads to long-term clinical cures, the role of

Sb®* therapy in the anti-Leishmania immune response needs to be elucidated.

The genotypic differences among Leishmania species in different regions of Brazil have
been demonstrated (Falqueto et al. 2003. Cupolillo et al. 2003), and these differences most
likely influence the response to antimony therapy and the immune response of patients.
Consequently, we suggest that low-dose therapy studies be considered for other endemic areas

of Brazil.

The average accumulated dose of antimony in the LowD group was 2.57 times lower than
that in the RegD group. This lower amount most likely means a lower risk for developing
common adverse side-effects to antimony. Another important point is that the use of a low dose
has a great impact on the cost of treatment. In this group, a mean savings of € 48 per patient

was estimated to be obtained by using a dose that is 2.57 times lower than currently prescribed.

More studies on leishmaniasis that include leishmaniasis therapy are needed, including
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research comparing low-dose therapeutic regimens. Our results indicate that low-dose therapy
is effective over the long term, and this regimen may be recommended in the future to treat

patients with CL in RJ.
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Resumo

O uso de drogas parenterais no tratamento da leishmaniose tegumentar Americana dificulta a
sua aplicabilidade. O antimonial pentavalente (Sb°*) é a principal droga indicada pelo Ministério
da Saulde, e nas doses recomendadas (15mgSb°*/kg/dia por 20 dias) pode desencadear efeitos
adversos graves, na maioria das vezes dose-dependentes. O uso desta medicagdo em doses
baixas ja foi demonstrado como sendo eficaz no tratamento da leishmaniose cutanea (LC). O
objetivo deste trabalho foi verificar a eficacia de manutengdo de cura a longo prazo (mais de
cinco anos) em pacientes tratados com Sb°* de maneira intralesional (IL) e em esquema com
uma ampola trés vezes por semana, em dias alternados até a cura clinica (2%/4%/62)
independentemente do peso corporal. Foram avaliados 20 pacientes tratados com esquema IL
e 10 pacientes tratados com esquema 2%/43/62. Foi observado que 70% dos pacientes IL e 80%
dos tratados em esquema 22%/42/6@ curaram apds o primeiro tratamento instituido. No presente
estudo, os pacientes foram avaliados em um periodo de tempo médio apds o tratamento de
16,6 + 4,2 anos nos casos IL e de 6,9 + 0,87 anos nos casos 2%/4%/6°, e todos se encontravam
curados, sem historia de recidivas ou evolugido para a forma leishmaniose mucosa. As
imunoglubulinas tipo 1IgG1 e IgG3 foram negativas em 80% e 85% dos casos nos dois grupos
estudados, e a detecgao de DNA parasitario por PCR foi negativa em todos os 22 pacientes
testados.

O uso de Sb>" em doses reduzidas mostrou ser capaz de determinar elevados percentuais de
cura apos o tratamento da LC em pacientes do Estado do Rio de Janeiro, e estes esquemas
terapéuticos foram ainda capazes de manter a cura clinica a longo prazo (mais de cinco anos)
nestes pacientes. Acreditamos que esquemas terapéuticos em doses baixas devam ser mais
recomendados para pacientes de LC quando doses convencionais ndo sdo desejadas ou

mesmo estao contraindicadas, pelo menos no RJ.
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Introducéo

O tratamento da leishmaniose tegumentar por vezes é dificultado pelo uso de drogas
exclusivamente parenterais. O principal esquema de tratamento indicado pelo Ministério da
Satde (MS 2010) para a leishmaniose cutanea (LC) é o antimonial pentavalente (Sb°*)
(Glucantime®), preconizado na dose de 15mg/kg/dia, por um periodo de 20 dias.

O tratamento com antimonial pode causar efeitos adversos, potencialmente graves
(Oliveira-Neto et al. 2004, Oliveira et al. 2011), por vezes relacionados a idade dos pacientes
(Diniz et al. 2012) e dose dependentes (Neves et al. 2009) que podem até mesmo levar a
suspensdo do tratamento. Deve-se ainda considerar que a rotina de aplicagbes diarias, com
necessidade de deslocamento do paciente até um centro de saude para a utilizacdo da
medicagdo via parenteral dificulta o tratamento de individuos que residem distantes destes
locais, prejudicando também a atividade profissional diaria. Estes fatores podem reduzir a
adesao ao tratamento e, portanto, a eficacia do mesmo.

Considerando-se que o tratamento irregular da leishmaniose causada pela
Leishmania (Viannia) braziliensis pode levar a recidivas e ao surgimento de lesGes de
leishmaniose mucosa (LM) tardias (MS 2010), op¢des terapéuticas de mais facil aplicagao vem
sendo propostas, dentre elas, a aplicacdo de uma ampola trés vezes por semana até a cura
clinica (independentemente do peso corporal), uso de formulagdes tépicas com paramomicina
(Santos et al. 2005) fitoterapicos topicos (Tiuman et al. 2011) ou uso de aplicagdo intralesional
(Oliveira-Neto et al. 1997, Vasconcellos et al. 2012).

Estas opcbdes poderiam ser utilizadas para casos especiais, onde o tratamento
convencional pode nao ser o mais adequado, ou mesmo esta contra-indicado. O objetivo deste
trabalho foi analisar a eficacia de manuteng&o da cura longo tempo apds o tratamento (mais de
cinco anos) em pacientes de LC que fizeram uso de Sb®* com um dos seguintes esquemas
terapéuticos: aplicagdo intralesional ou uso de uma ampola (405 mg/Sb°*) trés vezes por

semana até a cura clinica no tratamento da leishmaniose cutanea

Metodologia
Foram selecionados 277 pacientes que foram diagnosticados e tratados para LC no

Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas - IPEC/FIOCRUZ-RJ que realizaram
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tratamento alternativo para leishmaniose cutdnea ha mais de cinco anos. Os esquemas
terapéuticos utilizados foram: 1) aplicacdes intralesionais (IL, n=203) — infiltragdo de Sb°* nos
quatro pontos cardeais da lesdo cutanea, até obter o branqueamento total da periferia da lesao;
e 2) uso de uma ampola (405mg Sb°* independentemente do peso corporal) (n=74) em dias
alternados, trés vezes por semana, nos dias de segunda, quarta e sexta feira (2%/4%/6%) até a
cura clinica. Considerou-se cura clinica a reepitelizacdo das lesdes e auséncia de eritema local.

ApOs o mapeamento geografico-espacial dos casos dos 277 casos, 113 individuos
foram elegiveis para a busca ativa nas areas de ocorréncia da doenga registradas. Apos 18

visitas de campo, foram localizados 20 pacientes do esquema IL e 10 do esquema 2%/4%/6°.

(Figura 1).
277 pacientes
N
203 pacientes tratamento 74 pacientes tratamento
intralesional ) l t
( )
113 pacientes J
\
18 visitas de
campo
20 pacientes 10 pacientes
Tratamento intralesional Tratamento 22/42/62

Figura 1: distribuicdo dos 277 pacientes selecionados para o estudo entre os dois grupos de pacientes estudados -

intralesional e em esquema 22/423/62.

Os outros 83 pacientes foram excluidos por diferentes causas, como observado na

Tabela 1.
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Tabela 1: Fatores que levaram a exclusdo dos pacientes do protocolo de estudo apds

terminarem as 18 visitas de campo.

Motivos da Excluséo Numero de Pacientes
Endereco inexistente 50
Desconhecidos no enderego 19
Falecimento S
Areas de risco por questdes de seguranca 4
Mudanca de enderego 3
Nao participagao no estudo 1
Perda de prontuario 1
Total 83

Os pacientes foram recrutados por busca ativa nos locais de residéncia. No momento da
visita, foram realizados exame clinico-dermatologico, avaliagdo do aspecto e registro fotografico
das cicatrizes de LC. Os pacientes foram questionados sobre sintomas de LM, e foi realizado o
exame da cavidade oral e nasal por rinoscopia anterior.

Amostras de 5ml de sangue periférico foram coletadas em EDTA para realizagdo de

sorologia por ELISA (IgG total e subunidades) e PCR convencional.

Ensaio de ELISA para detecgéo de anticorpos anti-Leishmania

O protocolo foi realizado como previamente descrito (Fagundes-Silva et al 2012).
Resumidamente, antigeno soluvel de promastigotas de L. braziliensis (MHOMBRA1952903) (10
Mg/pogco 200ul) foi adicionado aos pogos das placas de poliestireno (Nunc-immuno Plate,
Roskilde, Denmark) e incubados por uma noite em camara Umida a 4°C. Apds lavagem, foi
adicionado soro diluido (1:40) e incubado a temperatura ambiente. Apds seis lavagens, a placa
ficou em incubagcdo com o conjugado “peroxidase-mouse monoclonal anti-human 1gG1” (Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA). Apds uma nova sequéncia de lavagens, observou-
se a reagao enzimatica e a mudanga de cor foi estabilizada com solugdo especifica. A
absorvéancia foi medida com "EMax microplate reader’ (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

USA) a 492 nm. Os resultados foram expressos em densidade optica (DO)
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Detecgao de DNA de Leishmania por reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para isolar o DNA de 300 pl de sangue periférico, utilizou-se o kit “Blood GenomicPrep
Mini Spin Kit for DNA” (Ge Healthcare), de acordo com as especificagées do fabricante. O PCR
foi realizado de maneira previamente ja descrita (Pirmez et al. 1999). Os “Pirmers” utilizados
foram: HM1 [5°-(CCG CCC CTA TTT TAC ACC AAC CCC)-3], HM2 [5'-(GGG GAG GGG CGT
TCT GCG AA)-3] e HM3 [5°-(GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC)-3] (Gibco, Sao Paulo,
SP). O volume total utilizado no PCR foi de 25 pl, sob as seguintes condi¢des: 35 ciclos de 30s
cada, consistindo em desnaturagdo a 94°C, anelamento a 54°C e extensdo a 72°C. Utilizou-se
o termociclador automatico "GENEAMP PCR System 9700” (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Os produtos amplificados (10 pl) foram analisados por eletroforese em gel de

agarose corado com brometo de etidio (0.5 pg/ml) visualizado em luz ultravioleta.

Resultados

Os prontuarios dos 30 pacientes localizados foram analisados, e as caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas, durante a fase ativa da doenca, em seus respectivos grupos de

tratamento podem ser vistas na Tabela 2.

Tabela 2: caracteristicas clinicas durante a fase ativa da leishmaniose cutédnea dos pacientes
tratados com os esquemas intralesional (IL) e em esquema de tratamento trés vezes por
semana (2%/42/6%) até a cura clinica.

Grupo Nuamero Local da Diametro Tempo de
Pacientes Idade* Sexo lesbes™ lesédo Lesbes* cm® Evolugéo (dias)*
IL 31+217 35% M 50% pernas
(n=20) (5a61anos) 65%F 1,5+10 30,2%bragos 7,1+3,6 93,2+ 35,9
2°/4%/6° 47 +215 50% M 40% bragos
(n=10) (5a69anos) 50%F 1,3+1,0* 30% face 20+1,2 58,5 + 26,9

M = masculino; F = feminino; n = nimero de pacientes; *valores médios e desvio padréo; ** excetuando-se um
paciente com lesdes disseminadas.
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Durante a doencga ativa a intradermorreagdo de Montenegro foi positiva em 18/20 pacientes
IL (média 23,6 mm + 12,6) e em 10/10 dos casos 2%/4%/6% (média 20,9 mm * 7,1). O diagndstico
parasitologico (imprint, histopatologia, cultura ou PCR em fragmento de tecido da lesdo de LC)
foi positivo em 17/17 pacientes IL e em 7/9 nos casos 2%/4%/6® avaliados.

Dentre os pacientes tratados com esquema IL, 14 (70%) necessitaram de apenas um
tratamento intralesional, com dose de trés ampolas em meédia (variando de uma a seis
ampolas) e evoluiram com cura clinica. Seis pacientes ndo obtiveram sucesso terapéutico.
Destes, dois casos necessitaram de um segundo ciclo de tratamento IL (aplicado 10 e 30 dias
apos a primeira aplicagao, respectivamente) e evoluiram para cura. Dentre os outros quatro
pacientes, dois foram submetidos ao tratamento com dose convencional (10 mg Sb>*/kg/dia por
21 dias), e os outros dois casos foram tratados com doses de 5 mg Sb>‘/kg/dia por 30 dias.
Todos evoluiram para cura clinica. Em nenhum dos casos de retratamento foi observada
resisténcia ao segundo ciclo terapéutico.

Dentre os pacientes que utilizaram o esquema 2%/4%/62, oito (80%) curaram com o uso de
21 ampolas de antimonial em média (variando de 17 a 32 aplicagbes). Um destes pacientes
apresentava a forma disseminada da doenga, com um total de 70 lesdes, e obteve-se a cura
clinica apo6s aplicagao de 28 ampolas. Dois pacientes nao tiveram boa resposta inicial a este
esquema. Um deles fez uso irregular da medicagao, e necessitou um segundo tratamento com
dose de 20 mg Sb°*/kg/dia por 14 dias. O segundo paciente ndo obteve resposta clinica com
uso de 35 ampolas, ocorrendo disseminagcao de lesdes e evoluiu para cura clinica apos 0 uso
da dose de 20 mg Sb*'/kg/dia por 21 dias. Curiosamente, este Ultimo paciente apresentou
recidiva de uma lesdo na piramide nasal apds seis meses do tratamento com dose
convencional. Foi prescrito um terceiro tratamento com 15 aplicagdes de antimonial no
esquema 2%/4%/6°, obtendo-se enfim a cura clinica, mantida até a avaliagdo atual (sete anos
apos o fim do tratamento).

No exame clinico atual, foi observada a manutengédo da cura clinica em longo prazo em
todos os 30 pacientes reavaliados em um periodo de tempo que variou de 12 a 27 anos nos
casos tratados com esquema IL (média 16,6 anos * 4,2) (Figura 2) e de seis a oito anos (média
6,9 anos + 0,9) nos casos 2%/4%/6® (Figura 2). Nenhum dos pacientes tratados com ambos os

esquemas evoluiu para LM.
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Figura 2: Lesbes cicatriciais de leishmaniose cutdnea em pacientes tratados com esquema intralesional ou
esquema 2%/4%/6%. Em (a) e (b): manutencao de cura por 14 e 15 anos nas pernas de dois pacientes tratados de
forma intralesional. Em (c) e (d): manutencéo de cura por sete anos no brago e na perna do paciente com lesdes

disseminadas tratado com doses 2%/4%/62. As setas apontam para as cicatrizes (c).
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Em relagdo as imunoglobulinas ambas os subtipos IgG1 e IgG3 foram negativos na maioria
dos pacientes, em igual percentual entre os dois grupos (IgG1 = 80% e 1gG3 = 85%).
A detecgédo de DNA parasitario por PCR convencional no sangue foi negativa em todos os

pacientes testados (14/14 IL e em 8/8 do esquema 2/4?/6%).

Discusséo

O uso de tratamentos com antimoniais em esquemas alternativos em pacientes
portadores de LC no Rio de Janeiro, embora por vezes realizados independentemente do peso
corporal para calculo de doses, resultam na cura clinica da maior parte dos casos, com indices
de cura variando de 80% a 100% dos casos de infecgbes por L. braziliensis. (Oliveira-Neto et
al. 1996, Oliveira-Neto et al. 1997).

A aplicacdo de antimoniais de maneira intralesional para tratamento da LC ja foi
demonstrada como eficaz, para diferentes espécies de Leishmania, ndo somente no Brasil
(Oliveira-Neto et al, 1997, Vasconcellos et al 2012) mas também em outros paises (Faghihi &
Tavakoli-Kia 2002, Uzun et al. 2004).

No RJ, o0 sucesso terapéutico com uso parenteral com doses baixas de antimoniais, como
a aplicagdo de uma ampola por dia durante 30 dias (Oliveira-Neto et al. 1996) para LC assim
como o uso de doses de apenas 5 mg Sb°*/kg/dia para LM ja foi publicado (Oliveira-Neto et al.
2000). Doses ainda menores como o uso de uma ampola, independentemente do peso
corporal, trés vezes por semana até a cura clinica de lesbes de LC (Oliveira-Neto & Mattos
2006) também foram eficazes. Tratamentos com doses intermitentes costumam ser mais bem
tolerados pelos pacientes, e por vezes com resultados melhores do que um tratamento com
doses diarias (Azeredo-Coutinho 2002).

Caracterizamos uma boa resposta clinica com uso de doses baixas de Sb>* em 30
pacientes portadores de LC. Demonstramos um percentual de cura direta em 80% nos casos
tratados com doses no esquema 2°/4%/6% e em 70% dos pacientes que utilizaram tratamento IL.
Podemos considerar estes percentuais um bom resultado terapéutico, levando-se em conta a

reduzida quantidade de medicacao que foi aplicada.
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Em um paciente com lesdes disseminadas pela pele, o uso do esquema 23/4?/62 foi eficaz,
com aplicacdo de 28 ampolas para se obter a cura. Este paciente manteve-se curado até o
momento da ultima avaliagdo dermatologica, que ocorreu sete anos apos o tratamento.

Os percentuais de negatividade das imunoglobulinas IgG1 e IgG3 aqui encontrados (80%
e 83,5%) foram semelhantes aos niveis evidenciados em pacientes curados com outros
esquemas terapéuticos (Fagundes-Silva et al. 2012), evidenciando que os esquemas aqui
avaliados podem gerar um perfil imunolégico semelhante ao encontrado com outros esquemas
de tratamento.

Nado foi detectada a presenca de DNA de Leishmania no sangue dos pacientes
analisados, o que sugere que estes tratamentos alternativos possam ter produzido uma cura
parasitologica.

O receio de que o uso de doses reduzidas de antimbnio poderia levar a resisténcia da
Leishmania, ou ao posterior surgimento de LM deve ser sempre considerado. No entanto, em
casos onde o uso de doses plenas de antimoniais ndo podem ser empregados, estes
esquemas alternativos tém se mostrado como excelente opgcdo. Deve-se considerar também
qgue o beneficio em se prevenir a LM com uso de doses elevadas deve suplantar os riscos de
potenciais efeitos adversos desta medicagdo (Blum et al. 2012). No RJ, onde encontramos
pacientes que respondem bem ao uso de doses baixas, esquemas alternativos deveriam ser
mais aplicados.

Nos pacientes estudados, ndo evidenciamos qualquer tipo de resisténcia a um segundo
tratamento antimonial, e a manutengao da cura a longo prazo (mais de 5 anos) aqui observada

reforca a provavel capacidade de cura clinica permanente com estes esquemas alternativos.
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6 - DISCUSSAO FINAL

Dentre as lacunas do conhecimento a cerca da LTA a area onde houve menos evolugao € a
que diz respeito as questdes relacionadas ao tratamento da doenga. Ha mais de um século foi
descoberto por Gaspar Vianna a primeira droga realmente eficaz contra o parasito: os
antimoniais (Dutra & Silva 1915). Desde entdo, poucas outras opgdes terapéuticas foram
implementadas, com apenas mais duas drogas de uso recomendado pelo MS (2010): a
anfotericina B e a pentamidina. Outras medica¢des foram estudadas e ainda estdo em estudo
como a paramomicina (Kim et al. 2009), e a mais promissora delas, o miltefosine, ja eficaz para
leishmaniose visceral e ainda em analise em diversos estudos para a LC (Soto et al. 2004,
Machado et al. 2010, Dorlo et al. 2012).

Estudos de revisdo sistematica indicam a importadncia de realizacdo de estudos
terapéuticos n&do somente com novas drogas, mas também com as drogas ja utilizadas para
tratamento da LTA (Santos et al. 2008, Gonzales et al. 2010, Almeida et al. 2011, Olliaro et al.
2013, Reivez et al. 2013).

Uma vez que sédo reduzidas as opgdes de drogas para tratamento da LTA, estudos que
avaliem a eficacia das medicagdes ja existentes em diferentes formas de aplicagédo podem ser
de grande valia. A principal droga indicada pelo MS, o antimonial pentavalente, apresenta
resposta terapéutica variada, dependendo da regido estudada (Oliveira-Neto et al. 2000,
Romero et al. 2011, Jiramus et al. 2012). No RJ a LTA apresenta um aspecto benigno em
termos de cura, com resposta terapéutica bastante satisfatéria mesmo em tratamentos com
doses de antimoniais inferiores as recomendadas pelo MS (Oliveira-Neto et al. 1996, 1997 e
2000, Vasconcellos et al. 2012).

Neste trabalho, investigamos a eficacia de manutencao da cura de lesdes de LC em 100
pacientes que foram tratados com diferentes doses de antimonial pentavalente: 33 pacientes
que utilizaram as doses convencionais pelo MS (15 mg Sb**/kg/dia, por 30 dias) e 67 tratados
com doses reduzidas desta medicacdo (37 com doses de 5 mg Sb>*/kg/dia por 30 dias, 20 de
aplicacao intralesional, e 10 pacientes em um esquema com doses ainda menores, de uma
ampola (405 mg Sb°*) trés vezes por semana até a cura clinica). Todos os pacientes estudados

eram provenientes do RJ, fizeram o tratamento com antimonial pentavalente em diferentes
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doses e foram analisados em média entre seis e 27 anos apds o tratamento. Em todos os
casos foi observada a manutengdo de cura a longo prazo no momento da avaliacdo atual,
durante a qual ndo foi detectada recidivas ou evolug&o para LM.

O sucesso terapéutico imediato foi alcangcado em 86,5% dos casos que fizeram tratamento
com doses de 5 mg Sb®*/kg/dia, 80% no tratamento em esquema 2%/4/6%, e em 70% dos casos
IL. No total de 67 pacientes analisados, apenas 13 (19,4%) n&o obtiveram a cura imediata com
o primeiro tratamento.

Em termos comparativos, os grupos tratados com doses baixas de 5 mg Sb**/kg/dia por 30
dias e tratados com doses regulares de 15 mg Sb°‘/kg/dia por 30 dias foram considerados
clinicamente semelhantes durante a fase ativa da doenga. Apenas um paciente em cada grupo
(2,7% e 3%, respectivamente no grupo de DB e de DC) evoluiu para LM, entre um e trés anos
apos o fim da terapia. No entanto, a evolugéo para LM é estimada em 3 a 5% dos casos de LC
no Brasil (MS 2010).

Na avaliagdo clinica atual, todos os pacientes permaneceram curados, sem surgimento de
recidivas ou evolugdo para LM, mesmo mais de cinco anos apos o tratamento,
independentemente do tipo de tratamento que utilizaram, tenha sido DR, DB, aplicacao
intralesional ou em esquema 2%/4%/6°.

O perfil de imunoglobulinas tipo G encontrado foi similar aos niveis previamente
encontrados em pacientes curados (Fagundes-silva et al. 2012), ratificando a idéia de que estes
niveis de IgG decrescem com o tempo de cura, e que, no entanto alguns pacientes podem
manter a positividade por longo tempo. Muitos dos pacientes estudados residem proximos ou
mesmo dentro de regides ainda com importante cobertura vegetal. Apesar de nao termos
encontrado diferengas significativas entre a positividade das IgGs e a proximidade dos
individuos com a mata, é possivel que esta proximidade favoreca novos contatos com
flebotomineos infectados, que poderiam estar gerando uma nova estimulag&do antigénica nestes
individuos, e consequente positividade nestas dosagens.

As reacdes de PCR no sangue foram negativas na maior parte dos individuos avaliados
(71/76 casos). Este fato ja era esperado, visto apresentarem em média mais de 10 anos de
cura clinica. Em cinco pacientes que foram tratados com doses convencionais, esta reagao foi

positiva. Acreditamos que possivelmente estes individuos podem ter sido recentemente re-
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expostos, visto que, pelo menos trés deles exercerem atividades profissionais diariamente
dentro da floresta, na regido de Paraty.

Foi demonstrando que os niveis de citocinas do tipo 1 (IFN-y e TNF) e tipo 2 (IL-4 e IL-10)
foram similares nos grupos tratados com DB e DR. Isso pode indicar que o uso de diferentes
doses deSb°* para o tratamento da LC, pode nao ter interferido com o perfil de resposta imune
duradoura, que deve ser aquela provavelmente associada a cura clinica. Entretanto, a analise
da producédo de IL-6 mostrou que esta foi mais elevada nos pacientes tratados com DB. Uma
hipétese é que poderia ocorrer uma exposi¢céo do sistema imune por antigenos de Leishmania
por tempo mais prolongado no grupo DB do que no DR. Assim, possivelmente o estimulo
antigénico foi mais duradouro no DB do que aquele gerado no grupo DR. Embora a IL-6 seja
conhecida por seu papel pro-inflamatorio, recentemente foram demonstrados mecanismos
envolvidos na indugao de células Tr1 produtoras de IL-10 e sua importancia na contencao da
inflamagéo tecidual nas doengas autoimunes (Jin et al. 2013). Na leishmaniose ja havia
evidéncias de sua agéo, visto que altos niveis desta citocina foram implicados na regulacéo da
resposta pro-inflamatéria em individuos com LTA, o que potencialmente poderia estar

associado ao baixo risco de evolugéo para LM (Castelucci et al. 2006).

Uma vez que tanto os pacientes tratados com DB quanto os DR permaneceram
clinicamente curados, o papel funcional da IL-6 gerada pelo tratamento com DB na manutengao
da resposta imune reguladora anti-Leishmania, necessita ser melhor investigado. Esses
resultados serdao associados com o fendtipo de diferenciagdo das células induzidas nesses

pacientes curados a longo tempo pés-tratamento, cujos experimentos estdo em andamento.

Em resumo, os resultados mostram evidéncias clinicas e imunoldgicas de que o uso de
reduzidas doses de antimonial s&o tdo seguras e eficazes quanto as doses regulares para a
cura e a manutengao de cura mesmo longo tempo apds o término do tratamento, fato este que
ainda nao havia sido demonstrado anteriormente para periodos tdo longos quanto acima de dez
anos. Esses resultados podem se constituir em um indicativo para subsidiar a validacdo do uso
de baixas doses de antimonial como indicagao terapéutica da LC para pacientes de areas
endémicas do RJ, ou em outras areas em que os pacientes tenham boa resposta terapéutica a

esta droga, em substituicdo as doses preconizadas pelo Ministério da Saude.
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7 - CONCLUSOES

v’ Este estudo constituiu-se no primeiro trabalho a estudar pacientes tratados com doses
baixas de antimoniais pentavalentes reavaliados em tempos médios superiores a 10 anos

apos o tratamento.

v O tratamento da leishmaniose cutdnea com doses alternativas de antimonial pentavalente
foi considerado eficaz em manter a cura clinica a longo prazo, visto que evolugdes clinicas
desfavoraveis como recidivas ou evolugado para forma leishmaniose mucosa nao foram

observadas nos grupos estudados.

v' O tratamento com doses de 5 mg Sb°*/kg/dia por 30 dias foi tdo eficaz quanto o uso de
doses regulares de 15 mg Sb°*kg/dia por 30 dias na manutencéo de cura clinica a longo
prazo, assim como a utilizagdo de doses intralesionais ou do esquema com doses de

apenas uma ampola trés vezes por semana até a cura clinica

v A presenga de DNA de Leishmania no sangue foi evidenciada em 5/23 casos tratados com
doses regulares, indicando que a persisténcia parasitaria pode existir. No entanto, n&o foi
possivel determinar se houve reexposicao (interna ou externa), tdo pouco a relagdo com a

manutengao do estimulo antigénico do sistema imune;

v Os niveis de IgG produzidos por pacientes tratados com diferentes doses de antimoniais
pentavalentes foram similares, evidenciando que a sua dinamica de resposta de linfocitos B

parece independer do tipo de tratamento empregado;

v O perfil de citocinas tipo 1 e tipo 2 foi similar entre os grupos comparados, o que pode
significar que a aplicagdo de doses reduzidas de antimonial n&o interferem neste perfil de
resposta imune protetora e duradoura. A deteccdo de niveis mais elevados de IL-6 nos

pacientes tratados com DB pode estar relacionado a sua fungdo reguladora, mas o

63



mecanismo exato necessita ser investigado, assim como a correlagéo positiva entre IFN-y e

IgG1, visto que todos os pacientes encontram-se clinicamente curados;

v Neste trabalho foi demonstrado que o uso de doses reduzidas de antimonial pentavalente
foi equivalente ao esquema com doses regulares em termos de prognodstico e de
manutengdo da cura clinica em longo prazo. Estes resultados trazem evidéncias de que,
em areas endémicas onde o perfil de resisténcia do parasito ao Sb>* seja baixo, como é o
caso do Estado do Rio de Janeiro, o uso destes esquemas alternativos poderia ser
considerado pelo Ministério da Saude como uma opg¢ao dentre as recomendagdes de

tratamento da leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis.
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8 — ANEXOS -

ANEXO 1: artigo publicado

Brief Definitive Report

Decrease in anti-Leishmania 1gG3 and IgGl after cutaneous

leishmaniasis lesion healing is correlated with the time

of clinical cure

G. A. FAGUNDES-SILVA,' R. VIEIRA-GONCALVES,' M. P. NEPOMUCENO,> M. A.

M. P. OLIVEIRA-NETO,” A. M. DA-CRUZ' & A. GOMES-SILVA'

pe SOUZA,’ S. FAVORETO JR,*

"Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas M@dicas, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil, Universidade Estucio de
Su, Faculdade de Medicina, Rio de Janeiro, Brazil, *Instituto de CiPncias Biom@dicas, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
MG, Brazil, 4Allergy and Immunology Division, Feinberg School of Medicine, Northwestern University, Chicago, IL, USA, *Instituto de

Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil

SUMMARY

For better efficiency in the establishment of American tegu-
mentary leishmaniasis clinical cure, the World Health Orga-
nization suggests that the clinical criteria are supported by
serologic data. The present study aims to investigate the
dynamics of IgG subclass production in clinical evolution
post-treatment of cutanecous leishmaniasis (CL). Paired sera
from 23 subjects with CL resulting from Leishmania brazili-
ensis infection were studied during the active lesion phase
(aCL) and after clinical cure post-therapy (hCL), which
included an alternative protocol with a low dose of anti-
mony. Anti-Leishmania IgG and its subclasses were mea-
sured using ELISA, and the immunoglobulin levels were
correlated with patients’ clinical data. All of the subjects
were clinically healed and did not present relapse during fol-
low-up. Serum levels of anti-Leishmania IgG (r = -0.79;
P < 0.0001), IgGl (r = -0.64, P < 0.001) and IgG3

(r = 042, P < 0.045) in hCL were negatively correlated
with the duration of clinical cure. After 24 months of clini-
cal cure, 73% of samples were negative for IgGl and 78%
were negative for IgG3. In conclusion, the detection of
serum anti-Leishmania IgG1 and IgG3 is an improved labo-
ratory strategy to aid in the decision of interruption of the
ambulatory follow-up of CL patients.
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INTRODUCTION

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is one of the
priority diseases of the World Health Organization

(WHO) (1). There is no effective strategy to prevent ATL,
and patient treatment is a key intervention of disease con-
trol. A certification of ATL remission is nearly always
based on clinical characteristics, predominately on the
visual aspect of scars. Despite apparent visual healing,
parasites can persist for up to several years after healing
of the lesion (2,3), and inflammatory sites can be observed
by histological analyses (4). Therefore, the remission of
lesions after treatment is not always permanent, and prog-
nosis can be uncertain because patients can reactivate or
even develop mucosal disease (5).

Considering the difficulty in predicting the prognosis of
ATL patients (6), an evaluation of immunological parame-
ters is important for the clinical monitoring of ATL post-
therapy. Anti-Leishmania antibody levels may vary accord-
ing to parasite load (7), the duration of infection (8),
Leishmania species (9,10) and inherent host factors (7).
Several authors have positively correlated the clinical cure
of ATL with a decline in anti-Leishmania immunoglobu-
lins (11-14). The WHO suggests that the clinical criteria
of cure of ATL could be supported by serological methods
(15). However, these methods are not yet currently used in
clinical practice, which is partly due to the history of low
efficiency in the detection of anti-Leishmania antibodies.
This study aims to evaluate the dynamics of anti-Leishmania
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IgG subclass production at different times after the heal-
ing of CL lesions.

MATERIALS AND METHODS

Characterization of patients

Twenty-three subjects with an established diagnosis of CL
were followed-up after discharge from a health unit from
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — FIO-
CRUZ. The group was composed of 16 men (mean age,
36.4 years; age range, 18-55 years) and seven women
(mean age, 34.4 years; age range, 15-58 years). All of the
patients were from Rio de Janeiro State, Southeast of
Brazil, which has endemic areas for Leishmania brazilien-
sis. Most of the patients (74%) lived near or inside the for-
est. Sera were collected during active CL (aCL; duration
of illness = 66.8 + 36.1 days; median, 60 days) and after
the clinical healing of CL (hCL; duration of heal-

ing = 36 + 14 months; median, 36 months). All of the
subjects fulfilled the clinical, epidemiological, parasitologi-
cal and immunological diagnostic criteria for ATL (16).

Patients were treated with pentavalent antimony. Twenty
cases used low doses (<10 mg/kg/day), as described by
Oliveira-Neto and colleagues (5). In this group, 17 patients
were cured, and three other cases needed one complemen-
tary course of antimonial (10-20 mg/kg/day) before clini-
cal cure was achieved. Three patients received one course
of antimonial treatment (10-20 mg/kg/day) for 20 days as
the first therapeutic intervention and were also cured.
Regardless of the therapeutic regimen, all of the patients
showed lesion healing, which persisted without recurrence
until the last examination.

Patients were characterized by anthropometrical, clinical
and laboratorial aspects, as described in Table 1. Twenty-
one healthy subjects (HS; mean age, 30.5 years; age range,
2245 years) were selected by the following criteria: no
scars suggestive of CL, no history of family or ‘neighbours
leishmaniasis’ cases and negative in vitro cellular immune
response against L. braziliensis antigens.

ELISA for detection of anti-leishmanial immunoglobulins

The immunoassay protocol was performed as previously

described (17). Briefly, L. braziliensis promastigote

(MHOM/BR/195/2903) soluble antigen (10 pg/well) was
added to a polystyrene flat-bottom microtitre plate (Nunc-
immuno Plate, Roskilde, Denmark) and incubated at 4°C
overnight in a humidified chamber. After washing, diluted
sera (1 : 40) were added and incubated at room tempera-
ture. After six washes, the plate was incubated with peroxi-
dase-conjugated mouse monoclonal anti-human IgG

(catalog number 62-6620, Invitrogen, San Francisco, CA,
USA) and monoclonal anti-human IgGl, 1gG2, 1gG3 and
IgG4 (HP6070 clone, HP6014 clone, HP6047 clone and
HP6023 clone, respectively — Zymed Laboratories Inc.,
San Francisco, CA, USA). After another round of washes,
the enzymatic reaction was developed, and colour evolu-
tion was stopped with a stop solution. The absorbance
was measured with an EMax microplate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) at 492 nm and expressed
as optical density (OD).

Statistical analysis

The cut-off values were determined using a receiver oper-
ating characteristic curve (ROC curve). Kruskal-Wallis
and Spearman’s test were used for comparison and corre-
lation analysis, respectively, using GraphPad Prism version
5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

RESULTS

Serum samples were collected during active disease and at
different periods after clinical cure. The ELISA specificity
for the detection of anti-Leishmania antibodies was 97.8%.
IgG, IgGl and IgG3 quantitation reached 100% sensitiv-
ity, while the sensitivity for IgG2 and 1gG4 was below
70%.

Immunoglobulin levels found in aCL were not associ-
ated with clinical characteristics, such as duration of ill-
ness, the enlargement of draining lymph nodes, the
number, size or anatomical location of lesions and Monte-
negro skin test indurations. Interestingly, patients living
nearest to or within the forest (n = 13) had higher IgG
and IgG1 levels than did patients from urban areas
(n=4) (P <0.05).

All of the aCL patients had a positive OD for the tested
Igs, and a significant decrease in these levels was observed
for hCL (Figure la—c; P < 0.0001). However, four patients
presented OD values that were maintained or even aug-
mented when samples were tested for IgG (four patients),
IgG1 (three patients) and 1gG3 (one patient) (Figure la—c,
respectively). These four patients were followed-up for
<12 months. Similar Ig levels were detected independently
of the therapeutic protocol used. At 24 months after heal-
ing, the percentage of hCL subjects presenting negative
samples was 73% for IgG1 and 78% for IgG3, while only
37% were negative for total IgG (Figure 1d—f, respec-
tively). OD values calculated for hCL were negatively cor-
related with the duration of clinical cure for IgG
(r = -0.67; P < 0.0004), IgG1 (r = -0.64, P < 0.001) and
1gG3 (r = -0.42; P < 0.045) (Figure 1d-f, respectively).
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Table 1 Anthropometrical, clinical and laboratorial data from cutaneous leishmaniasis patients during active lesion and after heal

Number Lesion Disease Amastigote Durationof ~ 18G(OD) IgG1(OD) IgG3 (OD)
Patient of area Location  duration MST presence in Sb*3 clinical cure
number Age lesions (sz)a of lesions (days) (mm) lesion dose (months) aCL hCL aCL hCL aCL hCL
1 42 1 2.8 Upper limb 60 12 Pos Ld 37 2.874 2.016 0.445 0.092 0.254 0.064
2 32 1 6.9  Lower limb 30 12 Pos Ld 34 2.863 1.663 0.628 0.110 1.351 0.157
3 46 1 1.6 Upper limb 90 22 Neg Ld 18 3.563 2.009 0.677 0.143 1.517 0.248
4 24 1 9.4  Upper limb 120 26 Neg Ld 48 3.679 1.667 0.890 0.082 0.917 0.135
5 23 3 NR  Trunk 60 30 Neg Ld 38 3.175 2.096 1.921 0.164 0.398 0.057
6 43 1 2.2 Neck 60 21 Neg Ld 38 2.905 1.516 0.584 0.046 1.363 0.120
7 16 1 3.1  Lower limb 45 9 Pos Ld 12 3.000 3.364 1.156 0.254 1.138 0.120
8 43 1 6.1  Lower limbs 60 12 Pos Ld 45 3.436 1.216 0.517 0.017 0.348 0.138
9 24 2 NR  Lower limb 180 20 Pos Ld 36 2.774 1.908 0.396 0.064 0.922 0.563
10 46 1 2.1  Face 60 24 Pos Ld 30 2.198 1.822 0.162 0.056 0.448 0.241
11 20 1 NR  Lower limb NI 16 Neg Ld 52 3.120 1.467 1.502 0.070 1.750 0.099
12 46 3 29.4  Face, upper 90 27 Pos Ld 11 2491 3.380 0.404 0.258 1.107 0.400
and lower
limbs
13 34 1 7.0 Trunk 90 NR Pos Ld 3 2.048 2.995 0.200 0.627 1.214 1.383
14 55 2 02 NI 30 18 Pos Ld 23 3.032 1.606 0.249 0.088 0.340 0.096
15 58 2 24 Face 60 15 Pos Ld 24 3.491 1.583 0.605 0.058 0.891 0.062
16 38 1 0.2 Upper limb 90 25 Pos Ld 51 3.352 0.797 0311 0.010 1.205 0.182
17 55 6 02 NI 90 17 Pos Ld 29 2.110 1.097 0.205 0.014 0.391 0.219
18 41 1 2.9  Upper 15 NR Pos Ld+Cd 36 2.896 1.513 0.640 0.055 0.767 0.180
limbs
19 15 1 1.3 Face 30 7 Pos Ld+Cd 38 3.098 2.475 1.108 0.201 1.355 0.391
20 28 1 3.9  Neck 60 NR Neg Ld+Cd 8 2.692 3.604 0.411 0.521 0.465 0.300
21 18 1 2.8  Lower 60 19 Neg Cd 48 2.655 0.581 0.552 0.049 0.498 0.137
limbs
22 35 2 NR  Lower 30 23 Pos Cd 42 2.933 1.586 0.493 0.052 0.792 0.103
limbs
23 41 >10 07 NI 60 4 Neg Cd 20 3.858 3.130 1.804 1.334 0.679 0.219

MST, Montenegro skin teste during active disease; Sb+5, pentavalent antimonial; aCL, active cutaneous leishmaniasis; hCL, healed cutaneous leishmaniasis;
NR, not realized; NI, not informed; Ld, Low Sb* dose; Cd, conventional N dose; OD, optical density.

* In cases of more than one lesion the diameter of the largest one was considered.

DISCUSSION

Currently, serological techniques have increased the sensi-
tivity and/or specificity of the diagnostic tests used for
ATL, especially for CL (14,17,18). Earlier work has dem-
onstrated that measurement of IgG subclasses by ELISA
or flow cytometry leads to improved diagnosis of ATL
(14,18,19). In this study, we have shown that the specific-
ity and sensitivity of the immunoassay are improved by
the use of soluble antigens derived by ultracentrifugation
of L. braziliensis promastigotes. The measurement of
anti-Leishmania IgG1 or IgG3 appears to be a good
choice for following up treated CL patients. Although
some authors have suggested that the use of species-spe-
cific antigens increases the sensitivity of immunoassays
(17,20), others have found that the use of heterologous
Leishmania antigens did not result in a reduction in effi-
cacy (14).

A considerable decrease in anti-Leishmania Ig levels
is generally observed after CL healing (11-14,21). In this
study, only four patients maintained high Ig levels after
therapy, and all of them experienced clinical cure in
<12 months. These results are expected if a prolonged per-
iod after clinical cure is required for the host’s specific
immune system to achieve homoeostatic equilibrium
(2,22). These four patients will be monitored to confirm
the reduction in anti-Leishmania IgG1 and IgG3 following
clinical cure. These results indicate that anti-Leishmania
IgG1 and IgG3 are not useful as early cure criteria for
successful therapy, as proposed for visceral leishmaniasis
(23). However, these IgG subclasses can constitute a valu-
able biomarker to assist the clinical cure criteria during
the 2 years of CL follow-up.

The majority of patients after two or more years of
clinical cure had anti-Leishmania IgG1 and IgG3 levels
similar to those observed in individuals with no history of
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Figure 1: Reactivities of cutaneous leishmaniasis patient sera in ELISA. (a—c) Show the optical densities for paired serum samples during
active cutaneous leishmaniasis (aCL) and after lesion healing (hCL) for anti-Leishmania IgG, IgGl and IgG3, respectively. Three asterisks
indicate P < 0.001. Box and whisker plots indicate the reactivities of the negative (Ctr N, n=21) and positive controls (Ctr P, sera from
aCL with high levels of total IgG and its subclasses, n=>5) for the ELISA reactions. The dotted line indicates the cut-off value. (d—f) Show
the correlations between the absorbance and the duration of clinical cure in months for anti-Leishmania IgG, IgGl and IgG3, respectively.
The dotted line indicates the cut-off value. The straight slope represents the correlation curve. Each point represents one subject. r, correla-

tion coefficient; P, statistical significance.

Leishmania infection. Because Ig levels may be correlated
with parasitic burden (7), a conversion to negative Ig lev-

els could indicate that our patients have controlled the

Leishmania infection. In this study, we showed that anti-

Leishmania IgG3 and IgGl levels decreased in patients
after therapy, even when low doses of antimony were used.

A previous report comparing unpaired groups of patients

showed that anti-Leishmania IgG3 and IgG1 levels were
lower 1 year after healing than during active disease (21).

Finally, it was curious to note that patients living nearest
to or within the forest had augmented levels of IgG and
IgG1, which could reflect a continuous exposure to sand
fly bites.

In conclusion, the detection of serum anti-Leishmania
IgG1 and IgG3 is an improved laboratory strategy for aid-
ing the decision on interruption of the ambulatory follow-
up of patients. Why anti-Leishmania IgG1 and 1gG3 levels
diminish faster than total IgG after clinical cure remains

unanswered. Subjects who present sustained or increased
levels of serologic reactivity for paired samples should be
monitored for periods longer than 2 years. These patients
can maintain an elevated parasite burden, which in turn
sustains immune system activation, conditions suggestive
of a poor prognosis.
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ANEXO Il

Dados referentes ao cruzamento de dados LTA/AIDS

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) é endémica em todo o Estado do
Rio de Janeiro (RJ) (MS 2010). Dados do Ministério da Saude indicam que entre
2001 e 2012 houve 2221 casos registrados de LTA no RJ neste periodo (SINAN
2014). A epidemia de AIDS que afeta todo o pais apresenta um numero crescente
de casos a cada ano, e de acordo com o MS, foram notificados no Brasil até 2010
um total de 608.230 casos desta doenga (Boletim Epidemiologico do MS 2011).

O primeiro relato de coinfec¢ao leishmaniose cutanea/AIDS no Brasil ocorreu em
1987 (Coura et al. 1987), e desde entdo poucos estudos de coinfeccdo foram
publicados (Machado et al. 1992, Amato et al. 2000, Posada-Vergara et al. 2005,
Lindoso et al. 2009, Carnauba Jr et al. 2009, Guerra et al. 2011 e Rodrigues et al.
2011). Em relagdo aos casos de pacientes do RJ, este numero de publicagbes &
ainda menor (Coura et al. 1987, Da-Cruz et al. 1992, Mattos et al. 1998).

Nos pacientes com AIDS, a LTA geralmente se manifesta de forma mais grave,
com lesdes cutdneo-mucosas na maior parte dos casos, ou mesmo com lesdes
disseminadas (MS 2011). O tratamento das duas doengas de maneira concomitante
pode ser bastante lesivo aos pacientes, visto os afeitos adversos que as medicacdes
para estas doencas possuem de maneira isolada, e que podem ainda ser
potencializados ou mesmo agravados por interagdes medicamentosas.

Outra manifestagao clinica que ganhou importancia apos o inicio da terapia
antirretroviral (TARV) foi a Sindrome Inflamatdria de Reconstituicdo Imune (IRIS),
com o surgimento de lesdes de leishmaniose em pacientes que aparentemente
estdo em franca recuperacdo de seu sistema imunolégico pela agdo dos
antirretrovirais (Posada-Vergara et al. 2005, Chrusciak-Talhari et al. 2009).

Estimar a frequéncia em que a coinfecgdo leishmaniose tegumentar/AIDS ocorre
pode ser de grande importancia para uma melhor compreensao da dindmica desta
associagdo, e pode ainda colaborar para melhores estratégias de prevencgédo e
tratamento.

O objetivo deste relato foi quantificar a prevaléncia da co-infecgdo leishmaniose
tegumentar/AIDS no RJ. Avaliamos também as caracteristicas das manifestagdes

clinicas da LTA nesta associagdo, no que diz respeito a gravidade, possivel
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surgimento de recidivas ou evolugdo para a forma de leishmaniose mucosa (LM)
com ou sem uso de terapia antirretroviral.

Foi solicitada uma autorizagédo para acesso aos bancos de dados dos sistemas
de registro do Ministério da Saude (SES-RJ/SVS/SVEA/ASINFO/SINAN) para “LTA”
e “AIDS” para detecgao de casos de co-infecgdo no RJ. O Sistema de Informagao de
Agravos de Notificacdo (SINAN), sé passou a ser compulsério a partir de 1998. Na
ficha de notificacdo de “LTA”, o campo especifico para “HIV” foi introduzido apenas a
partir do ano de 2007, e ndo € de preenchimento obrigatério. A notificagdo de
pacientes apenas como portadores do virus “HIV” (HIV') ndo é compulsoria, e esta
obrigatoriedade s6 esta prevista para entrar em vigor a partir de 2014.

Apos o cruzamento de dados e deteccdo dos pacientes coinfectados,
realizamos uma revisdo nos prontuarios para avaliacdo das caracteristicas clinicas
destes individuos, no que diz respeito a LTA e AIDS.

Foi realizado o cruzamento de dados entre os registros dos 2346 casos de LTA
e dos 52.662 casos de AIDS encontrados no sistema de notificagbes do SINAN para
o RJ entre os anos de 1998 e 2010.

Deste cruzamento, cinco pacientes foram notificados como casos de “LTA” e
como casos de “AIDS”. Destes cinco, trés tiveram primeiro a notificagdo como “LTA”
e posteriormente como “AIDS”, entre dois e trés anos apds a LTA. Os outros dois
casos foram diagnosticados e notificados simultaneamente com as duas doengas.

Foram localizados outros trés pacientes nas listas de notificacdo de LTA que
eram HIV'. Esta deteccdo foi possivel porque o campo para especificagdo do
paciente como sendo portador do virus “HIV” estava assinalado. Nenhum destes trés
pacientes foi notificado como “AIDS” até o ano de 2010.

Durante o processo de revisao de prontuarios dos pacientes notificados nos
registros do SINAN que foram atendidos no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro
Chagas (IPEC/Fiocruz/RJ), foram localizados mais dois pacientes com a associagao
LTA-HIV/AIDS com falhas em suas notificagdes no sistema do SINAN.

Um destes pacientes teve a notificacdo de “LTA” em 2005, e ja era portador do
virus HIV desde 1997. Este paciente teve o diagnostico de AIDS apenas em 2007,
quando iniciou a TARV. No entanto, seu nome ndo consta nos registros do SINAN
de notificagcdo de “AIDS”. O outro paciente com falha no sistema de notificagbes do
SINAN estava notificado como “AIDS”, mas nao possuia a notificagdo como “LTA”,
que foi diagnosticada em 2006.
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Em resumo, agregamos dez pacientes neste estudo: cinco notificados como
“LTA” e “AIDS”, trés notificados como “LTA” e com o diagnostico de HIV* assinalado
na ficha de notificagdo de LTA, e dois casos onde foi detectada a falha no servigo de
notificacdo do SINAN.

Em termos clinicos, cinco pacientes (50%) apresentavam lesées mucosas, dois
(20%) eram portadores de lesdes disseminadas, dois casos (20%) eram de lesdes
cutaneas, e em um caso a forma clinica nao foi identificada na notificagao.

Tivemos acesso ao prontuario de cinco pacientes. Nao foi possivel acessar o
prontuario de outros dois casos. Os trés restantes ja tinham ido a obito, sendo que
um deles teve como causa da morte a leishmaniose disseminada no curso do
HIV/AIDS.

Nos cinco casos onde os prontuarios foram analisados, quatro eram pacientes
com LM e um com lesdes disseminadas pela pele. Recidivas foram detectadas em
trés pacientes de LM. Destes, dois pacientes ndo tinham histéria de uso de TARV.
Um deles apresentou recidiva oito meses apds o tratamento inicial, e o outro
recidivou apds dois meses depois fim da terapia para LTA. O terceiro paciente
apresentou recidiva um ano e cinco meses apoés o tratamento da LTA e trés meses
apos ter iniciado o uso de TARV. Para este paciente, mesmo estando sob terapia
antirretroviral, a cura para LTA foi alcangada.

A epidemia de AIDS e a sobreposi¢cao com as areas endémicas de leishmaniose
trouxeram novos aspectos imunopatologicos para a LTA. Os dados aqui obtidos
indicam uma baixa frequéncia de associacdo LTA-HIV/AIDS no RJ, com apenas sete
casos detectados. Outros trés casos de coinfecgdo também foram localizados, num
total de dez casos.

Detectou-se pelo menos duas falhas no SINAN , ndo sendo possivel determinar
se estas falhas ocorreram ao nivel municipal ou estadual.

Apesar da aparente baixa frequéncia da coinfecgdo LTA-HIV/AIDS, com apenas
dez casos localizados dentre os 2346 casos de LTA notificados no periodo
estudado, 80% dos casos eram de formas graves, como LM e leishmaniose
disseminada pela pele, confirmando o que ja foi evidenciado por outros autores
(Machado et al 1992, Mattos et al 1998, Amato et al 2000, Lindoso et al, 2009). Este
fato ratifica que a LTA pode ter maior gravidade de apresentagao nestes individuos,
inclusive sendo a leishmaniose a responsavel pelo ébito de um deles. Logo, deve-se
ficar atento tanto ao tratamento de pacientes HIV® quanto ao de pacientes com

AIDS, para diagnosticar precocemente possiveis casos de LTA.
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A detecgdo de falhas no sistema de notificacbes do MS alerta para a
possibilidade de que o numero de coinfecgbes LTA-HIV/AIDS poder ser maior do
gque o aqui observado. Devemos ainda ressaltar a importancia de se estar atento
para a correta notificagdo dos casos.

A expectativa € que, a partir do ano de 2014, quando entrar em vigor a

+9

obrigatoriedade de notificacdo de individuos como “HIV™” estas falhas sejam

minimizadas.
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