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“ Vocatus atque non vocatus, Deus aderit.”

Dr. C.G Jung -Escrito sobre a porta de sua casa em Kusnacht; Também foi transcrito no seu epitafio.

“Multipliquei-me, para me sentir

Para me sentir precisei sentir tudo,
Transbordei, ndo fiz sendo extravasar-me,
Despi-me, entreguei-me

E hd em cada canto da minha alma

um altar a um Deus diferente

Sentir tudo de t6das as maneiras,

Ter tédas as opinides,

Ser sincero contradizendo-se a cada minuto,

Desagradar a si proprio pela plena liberalidade de espirito,

E amar as coisas como Deus.

Eu, enfim, que sou didlogo continuo,
Um falar-alto incompreensivel, alta-noite na torre,
Quando os sinos oscilam vagamente sem que mdo lhes toque

E faz pena saber que ha vida que viver amanhd.

Eu, sinto que ficou fora do que imaginei tudo o que quis,
Que embora eu quisesse tudo, tudo me faltou..”

Alvaro Campos

Textos extralidos do livro O Eu profundo e os oulros Fus, Décima Primeira Edigdo, da Colegio Possias da Editora Nova Fronteira.
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RESUMO

AVALIACAO DE MARCADORES CLINICOS E IMUNOLOGICOS ASSOCIADOS AO
PROGNOSTICO DA EVOLUCAO CLINICA E DA RESPOSTA TERAPEUTICA NA
LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA. LUIZ FABIANO BORGES OLIVEIRA.
[INTRODUCAOQ] A leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga endémica
no Brasil com uma incidéncia anual de 30 mil novos casos. Grande parte dos estudos
recentes na LTA é sobre as formas mais raras e atipicas, como a forma difusa e a
mucosa. Nosso objetivo foi observamos se ha relagdo entre os pardmetros clinicos e
imunoldgicos com o progndstico e a resposta terapéutica na Leishmaniose Cutdnea
Localizada com a lesao tipica. [MATERIAL E METODOS] Neste estudo observacional
de coorte prospectivo foram selecionados pacientes de uma area endémica de L.
braziliensis que apresentavam a lesao tipica tratados com a terapéutica padrao e que
tiveram uma resposta favoravel evoluindo para a cura. Os dados clinicos e as citocinas
(IFN-y, TNF-q, IL-10) ap6s re-estimulagdo in vifro ou diretamente do plasma foram
mensurados na primeira consulta e os pacientes acompanhados até a cura.
[RESULTADOS] Observamos que o tamanho da lesdo se correlaciona diretamente com
o tempo de cura e a resposta terapéutica. Houve uma correlagdo direta entre o
tamanho da lesdo a idade, e a produgdao de TNF-a apés re-estimulagdo. As citocinas
produzidas in vitro (IFN-y, TNF-a, IL-10) correlacionam-se diretamente entre si, e 0
TNF-a plasmatico correlacionou-se diretamente com o IFN-y e com a IL-10 plasmaticos.
[CONCLUSAOQ] Estes dados indicam que o tamanho da lesdo, em conjunto com as
citocinas dosadas na primeira consulta e a idade, podem ser utilizados como auxiliares
no prognostico do pacientey.

[PALAVRAS-CHAVE] Leishmaniose. Leishmaniose Cutdnea Localizada. Clinica.

Imunologia. Progndstico.
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ABSTRACT

EVALUATION OF CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL MARKERS ASSOCIATED TO
PROGNOSTIC AND THERAPEUTIC RESPONSE IN CUTANEOUS LEISHMANIASIS.
LUIZ FABIANO BORGES OLIVEIRA. [INTRODUCTION] Cutaneous Leishmaniasis
(CL) is an endemic disease in Brazil with 30,000 new cases registered annually. The
major parts of the recent papers about CL are focus on the rare and atypical
presentations of the disease, as the Diffuse Cutaneous Leishmaniasis and Mucosal
Leishmaniasis. Our aim is the evaluation of clinical and immunological markers with the
outcome and therapeutic response in the Localized Cutaneous Leishmaniasis (LCL)
patients with the typical presentation. [MATERIAL AND METHODS] A prospective
observational cohort study was performed selecting patients of an endemic area with a
predominance of L braziliensis infection. The patients selected presented a typical lesion
of LCL. Clinical and immunological evaluation was performed at the patients treated with
the standard therapy, and had a successful outcome with healing of the ulcer. The
clinical data and the level of cytokines (IFN-y, TNF-a, 1L-10) measured in the plasma or
after in vitro stimulation were obtained at the first physician appointment. The patients
were then following up until the healing of ulcer. [RESULTS] Our data shows that the
lesion size was directly correlated with the time of healing and therapeutic response.
There were a direct correlation between the lesion size and the age of the patients, as
well as the TNF-a levels in vitro. TNF-a levels were directly correlated with the levels of
IFN-y and IL-10 after in vitro stimulation. TNF-a plasma levels were directly correlated
with the plasma levels of IL-10 and IFN-y. [CONCLUSION] The present study shows that
lesion size is the best parameter to predict the outcome and the therapeutic response in
typical LCL. Additionally, this parameter associated with the cytokine and patient age
and could help the physicians in the prognostics of the definition patients with CL.

[KEY WORDS] Leishmaniasis. Localized Cutaneous Leishmaniasis. Clinical.

Immunological. Prognostics.




1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doenga causada por protozoarios do
género Leishmania (anexo 1), transmitida através da picada de insetos infectados do
género Lutzomyia. E um problema de saude publica sendo diagnosticada em 88 paises,
embora 90 % dos casos ocorram no Afeganistdo, Argélia, Irda, Peru, Ardbia Saudita,
Siria e Brasil. Estima-se que entre 1-1,5 milhdes de novos casos de LT sejam relatados
anualmente (WHO, 2000).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é endé&mica, sendo
registrados cerca de 30 mil novos casos por ano, atingindo todos os estados brasileiros.
Encontra-se em franca expansdo geografica e o numero de casos novos tem
aumentado no decorrer dos ultimos anos (figura I). A transmissdo é focal, com uma
forte concentragdo em algumas areas, formando os chamados circuitos de produgao da
doenga (SABROZA, 2002) (figura II).

A regido Norte do Brasil contribui com 34,9 % dos casos registrados no periodo
de 1998-2000, seguidos pelas regides Nordeste e Centro-Oeste. Na regido Nordeste, o
estado do Maranhéao tem o maior coeficiente de detec¢do de casos, seguido pelo Ceara

e Bahia (CENEPI, 2000).
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Figura I - Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) notificados no Brasil no periodo de 1970 —
2001. Fonte CENEPI/FUNASA/MS
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Figura II - Média de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) por municipios — Brasil, 1998 a
2000.



Na Bahia, os primeiros casos de LTA foram identificados ha mais de um século,
observando-se que os paclentes sdo provenientes principalmente da regido sul e do
Recdncavo. A doenga tem carater ocupacional, sendo a maioria dos infectados
lavradores (COSTA et al, 1988). A espécie Leishmania braziliensis € a principal
causadora da doenga na Bahia (CUBA et al, 1984), embora também sejam
identificados casos de infecgdo por Leishmania amazonensis (BARRAL et al.,, 1991).
Apesar de identificadas cerca de 40 espécies de flebotomineos, os principais vetores
associados a transmissdo da LTA nesta area sao o Lufzomyia withmani e o Lutzomyia
intermédia, havendo um revezamento temporal na predominancia de um tipo ou do

outro (VEXENAT et al., 1986; SANTOS et al., 1993; FOLLADOR et al., 1999).

1.2 Caracteristicas clinicas da LTA.

A lesdo inicial caracteriza-se como uma espécie de papula eritematosa,
freqiientemente pruriginosa, no local da picada do flebétomo infectado, em um periodo
médio de 18 dias a quatro meses, podendo variar até dois anos (SILVA, 1912;
PESSOA, 1948), evoluindo para um nédulo que ulcera sendo recoberto por crosta
central. Outra forma menos comum do aparecimento da lesdo ocorre apés trauma,
sugerindo que a Leishmania necessita, algumas vezes, de um Jocus minoris
resistenciae para atuar como agente patolégico permanecendo viavel no organismo,

sem causar a lesdo (WEISS, 1943).



Outro evento comum é a linfadenopatia, quase sempre presente nas lesfes
iniciais (PESSOA, 1939; BARRAL et al, 1992). Em alguns pacientes é observada a
ocorréncia da adenopatia regional precedendo a lesdo lkeishmaniética, ou mesmo sendo
a unica manifestagdo da doenga (BARRAL et al., 1995).

Dentre as classificagGes existentes para a LTA, utilizamos a de Marzochi
(MARZOCHI, 1994) recomendada pelo Ministério da saide (CENEPI, 2000), como

segue abaixo:

1. Leishmaniose cutanea inaparente ou grupo subclinico:
Individuos com auséncia de lesdo cuténea (ativa ou curada), com
intradermo-rea¢ao de Montenegro (IDRM) positiva e testes

sorolégicos ocasionalmente positivos.

2. Grupo Cuténeo:

a. Fomma cutanea localizada (LCL): lesdao Tegumentar tnica ou
multipla, geraimente ulcerada, proxima ao sitio de inoculagéo.
IDRM é positiva e a sorologia ocasionalmente positiva. O
tratamento & efetivo e a cura espontanea é freqiiente.

b. Forma cutanea disseminada: lesbes cutdneas multiplas, geraimente
pequenas e ulceradas, distantes do sitio de inoculagao, a IDRM é
negativa ou positiva e a sorologia é positiva. O tratamento
geraimente é efetivo.

c. Forma cutédnea difusa (LCD): lesbes cutdneas nodulares e/ou

papulares multiplas e nao ulceradas, distantes do sitio de



inoculagdo. IDRM é negativa e a sorologia é positiva. O tratamento

é dificil ou ineficaz.

3. Leishmaniose Mucosa (LM):

a. Forma mucosa tardia: lesées mucosas na via oro-respiratéria
classicamente associadas a lesdes cutdneas cicatrizadas, ap6s
cura espontanea ou tratamento insuficiente. IDRM fortemente
positiva e sorologia positiva. Tratamento é efetivo e deve ser
prolongado.

b. Forma mucosa de origem indeterminada: lesdo mucosa
clinicamente isolada, sem evidéncia de LTA previa. IDRM e
sorologia sdo positivas. Tratamento prolongado é efetivo.

c. Forma mucosa primaria: lesdes mucosas de labios e genitais que
foram infectadas por exposi¢do ao vetor, ou por contaminagao
direta, tegumento a tegumento. IDRM & positiva e a sorologia

ocasionalmente positiva.

4. Leishmaniose mucocutanea:

a. Forma mucocutanea simuitanea: lesées cutanea e mucosa, ambas
simultaneas e distantes. IDRM e sorologia fortemente positiva.
Tratamento prolongado é efetivo.

b. Forma mucocutanea por contigliidade: lesdo mucosa por

contigliidade de uma lesdo cutanea ativa ou cicatrizada. IDRM &



positiva e a sorologia ocasionalmente positiva. Tratamento

prolongado é efetivo.

5. Leishmaniose ganglionar:
O grupo é caracterizado pela presenga de linfadenopatia, havendo
induragdo ou ndo de linfonodo satélite na auséncia de leséo

cutanea.

A lesdo tipica da LTA é a LCL, sendo identificada em 74% a 82,2% dos
pacientes em séries de casos realizados em diversas regibes do Brasil (BARROS,
1982; LLANOS-CUENTAS et al., 1984; FOLLADOR et al, 1999). Os pacientes
apresentam mais freqiientemente uma ulcera Gnica, arredondada ou ovéide, indolor,
com bordas elevadas, em moldura, fundo granuloso e avermelhado, algumas vezes
com aspecto necrético, freqiientemente localizada nos membros inferiores (CARINI,
1909; LINDENBERG, 1909; PESSOA, 1948; MARSDEN, 1986).

O diagnéstico clinico das lesdes tipicas ndo oferece dificuldade ao profissional
médico, mas quando a LTA desenvolve-se de formas diferentes como com aspecto
vegetante, verrucdide ou linfangitica, por exemplo, o diagnéstico diferencial se faz
necessario com outras doengas, como tuberculose cutadnea, Ulceras traumaticas,
Ulceras de estase, anemia falciforme, piodermites, cromomicose, neoplasias cutaneas,

sifilis, esporotricose, paracoccidiodomicose, etc (CENEPI, 2000).



1.3 Diagnéstico laboratorial da LTA

O diagnéstico laboratorial pode ser feito pela demonstragdo do parasito, de
reagOes sorolégicas ou pela intradermo-reagdo. A demonstragao do parasito pode ser
feita através de métodos diretos como a bidpsia, pungdo, esfregago da leséo,
isolamento da Leishmania por cultivo em meios enriquecidos (NNN — Nicole, Novy e
McNeal), ou por inoculagdo em animais susceptiveis ( hamster — mesocricetus auratus,
por exemplo)(PESSOA, 1948). A positividade dos testes parasitolégicos varia com a
experiéncia e habilidade do executante e também com a duragdo da leséo, sendo que
les6es mais recentes apresentam maior indice de positividade (BUSS, 1929).

Nas reagoes soroldgicas sao utilizadas comumente a imunofluorescéncia indireta
ou teste imunoenzimatico (ELISA), objetivando a identificagdo de imunoglobulinas
especificas contra antigenos da Leishmania. A sensibilidade encontrada é > 90% para o
diagnostico da leishmaniose visceral (SENALDI et al., 1996; BAGCHI et al., 1998)
sendo que a sensibilidade e especificidade sdo menores para a LTA (GARCIA-MISS et
al,, 1990; SANCHEZ et al, 1992). Reagbes cruzadas com doengas de Chagas,
tripanossomiase africana, hanseniase e tuberculose também sao relatadas (ROFFI et
al., 1980).

A IDRM consiste em uma reagdo de hipersensibilidade a proteinas da
Leishmania, utilizada em humanos desde 1926 (MONTENEGRO, 1926, 1926b). O teste
apresenta alta sensibilidade e especificidade, sendo sua realizagdo de grande valor,
tanto para o diagnéstico clinico, como para a realizagdo de inquéritos epidemioldgicos

(PESSOA, 1941; PELLEGRINO et al., 1977).



1.4 Histopatologiada LTA

O quadro histopatolégico esperado na LT é traduzido por um infiltrado celular
histiolinfoplasmocitario, amiide acompanhado por reagdao granulomatosa, que
compromete o demma nas lesGes cutdneas, ou o corion nas lesdes mucosas
(MAGALHAES, 1982). Ha eosindfilos e mastécitos em freqiiéncias variaveis. A
plasmocitose e a necrose tecidual sdo eventos bastante comuns, sendo a necrose
tecidual encontrada principalmente em trés tipos basicos, sendo estes, a necrose
granulomatosa (numerosos neutréfilos no seio da les&o), tipo poeira nuclear (a area de
necrose esta desprovida de células, exibindo apenas detritos celulares) e tipo
eosinofilico (entremeada por filamentos de fibrina) sendo raro em lesées cicatrizadas
(PESSOA, 1948; MARROQUIM, 1957; AZULAY, 1960; BITTENCOURT, 1967; RIDLEY,
1979; SANGUEZA & CARDENAS, 1981; MAGALHAES, 1982). A plasmocitose, quando
presente em les6es em via de cura ou cicatrizadas, denota tendéncia a recidiva e esta
pode ser correlacionada com a presenc¢a de imunoglobulinas no sitio da leséo, néo se
observando o mesmo em relagdo com os niveis séricos de imunoglobulinas
(MAGALHAES, 1986). A presenga de parasitos varia com a duragédo da lesao, sendo
freqilente este achado nas lesdes inicias e raro nas lesdes antigas (MONTENEGRO,
1924; PESSOA, 1948; MARROQUIM, 1957). Diversas classificagdes histopatolégicas
foram propostas e tentativas de correlagdo com dados clinicos e respostas terapéuticas
foram concebidas, mas observou-se que bidépsias de locais diferentes em uma mesma
lesdao apresentam diferentes aspectos histopatolégicos, sendo classificadas

diferentemente, indicando que os critérios histopatolégicos ndo podem isoladamente



estabelecer prognéstico clinico e resposta terapéutica (BITTENCOURT & BARRAL,
1991).

A LCD apresenta padrées peculiares de resposta ao parasito, sendo
classificados como um padrao polar nao responsivo, onde sdo observados macréfagos
intensamente parasitados e vacuolizados, com poucos linfécitos e plasmdcitos e sem a
presenga de reagdo granulomatosa, e outro subpolar onde foram observados fracos

sinais de resposta ao parasito (BARRAL et al., 1995).

1.5 Tratamento da LTA

O tratamento padrio recomendado pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) é
o antimonial pentavalente (Sb*®) — antimoniato-N-metilglucamina e o estibogluconato de
sédio nas doses de 10 a 20 mg/ Sb**/Kg/dia durante 20 a 40 dias. A droga pode ser
administrada por via parenteral, intravenosa ou intramuscular.

Varios efeitos colaterais sdo relatados, a exemplo de artralgia, mialgia,
inapeténcia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal,
prurido, febre, fraqueza, cefaléia, etc. Em casos de lesdes de laringe e faringe ha o
risco de obstru¢&o e insuficiéncia respiratéria aguda durante o processo de cicatrizagéo
da lesdao (COSTA et al., 1986).

O tratamento é proscrito em pacientes gestantes, e existem restricoes a
pacientes portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenga de Chagas,

sendo necessaria 4 avaliagdo semanal da fungdo renal, de enzimas hepaticas,
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leucograma e eletrocardiograma. Em areas de prevaléncia da infecgdo pela Leishmania
braziliensis cerca de 50% dos pacientes necessitam da repeti¢do da dosagem apds a
utilizagao de 20mg/kg/dia de Sb*S durante 20 dias (ROMERO et al., 2001).

Caso seja caracterizada a falha terapéutica com o uso do Sb*®, deve ser
analisado o tratamento com drogas alternativas, sendo a droga de segunda escolha a
Anfotericina B e as Pentaminidinas (KOFF & ROSEN, 1994; CENEPI, 2000). Muitos
ensaios clinicos com novas abordagens terapéuticas tém sido realizados, apresentando
sucesso relativo, permanecendo ainda uma lacuna a ser preenchida por uma droga
com menos efeitos colaterais, de baixo custo e administragdo simplificada, evitando o

abandono do tratamento pelos pacientes e desonerando o sistema publico de sadde.

1.6 Resposta imune na LT

A resposta imune humana na LT é bastante complexa e seus mecanismos
permanecem por serem elucidados. O quadro histopatolégico na LTA sugere a
presenga de dois componentes na resposta anti-Leishmania humana, uma resposta por
imuno-complexos associada a resposta humoral e outra que pode ser caracterizada
como de hipersensibilidade tardia associada a imunidade celular (BITTENCOURT,
1967; VERESS & EL HASSAN, 1986).

O estudo das diferentes formas clinicas vem contribuindo para a compreenséao
da resposta imune humana anti-Leishmania. A LM, considerada a forma hiperérgica da

doenga, caracteriza-se por escassez de parasitos na lesdo, reagao imune exacerbada



W e g
com intensa destruicdo tecidual. p((a/CCD, considerada a forma anérgica da LT, ha a
presenga de inimeros macréfagos abarrotados de parasitas, pouca destruigdo tecidual,
sendo que as lesdes praticamente ndo apresentam necrose e ulceragdes (CONVIT et

ot (
al, 1972; CASTES et al,, 1983).\{N5”LCL ha uma reagado de intensidade intermediaria, o

equilibrio entre a reagao de destruigao tecidual e uma eficiente contengéo do parasita.
NN

A~lcitoc\:\iha cardeal na resposta imune anti-Leishmania é o IFN-y atuando na
ativagdo de macréfagos humanos, aumentando a sua atividade leishmanicida
(MURRAY et al., 1983; NATHAN et al., 1983). A produgdo do IFN-y em culturas de
linfécitos re-estimulados com ASL (antigeno solivel de Leishmania) coletados de
pacientes com LCD foi praticamente abolida, e ap6s resposta favoravel do tratamento
destes pacientes a expressdo desta citocina foi restaurada (CASTES et al., 1988,
BOMFIM et al., 1996). Na LM sdo detectadas concentragdes mais elevadas de {FN-y
em sobrenadantes de culturas de CMSP estimuladas com antigeno de ASL do que na
LCL. Estes achados sugerem que um papel duplo do IFN-y associado a cura com
eficiente destruigdo dos parasitas, entretanto, também relacionado a destrui¢cdo tecidual
(CARVALHO et al., 1985). Quadro semelhante se repete no padrdo de citocinas na
lesdo, identificadas por técnicas de RT-PCR, onde observa-se que na LM e na LCL
existe uma expressdo predominante de IFN-y sobre a IL4, enquanto que, na LCD
observamos a expressao de IL4 sobrepujando a de IFN-y (CACERES-DITTMAR et al,,
1993). A razdo da produgdo de IFN-y/iL-4 apos re-estimulagdo in vifro é menor em

pacientes infectados por Leishmania major que ndo curam das lesdes apds 2 anos de

histéria de lesdo, do que em pacientes que curam rapidamente, corroborando com o
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raciocinio de que o IFN-y atua na resposta contra o parasita e a iL-4 com um papel
inverso (AJDARY et al., 2000).

O TNF-a esta presente na LM e nas formas severas da LCL (CASTES et al,
1993; DA-CRUZ et al., 1996), a sua produgdo na LM tem sido associada a presenga de
células CD4* (BACELLAR et al., 2002) e a redugao dos niveis de TNF-a apés terapia
efetiva (DA-CRUZ et al., 1996; LESSA et al,, 2001) na LM sugerem a participagédo do
TNF-a na destruicdo dos parasitas jd que existe escassez dos mesmos na LM, o que
contudo, também implica na sua participagdo na destruigdo tecidual que é evidente
nestas formas clinicas. Utilizando a imunohistoquimica foi observado que na LCL e na
LM o TNF-a esta presente, estando ausente na LCD (SILVA, 1999), onde existe
abundancia de parasitos e ndao ha observagdo de destruicdo tecidual ou fendmenos
necréticos. Entretanto, ndo foi observado diferengas na intensidade de detecg¢édo de
RNAm na LCL e LM podendo o TNF nao estar diretamente implicado com a destruigéo
tissular, embora sua presenca também esteja relacionada ao tempo de duragédo das
les6es (CACERES-DITTMAR et al, 1993; MELBY et al., 1994). Recentemente a
pentoxifilina, um inibidor do TNF-a, tem sido adicionada com sucesso ao tratamento
padrao de formas refratarias de LM (LESSA et al, 2001), embora existam
questionamentos sugerindo outras agdes leishmanicidas da pentoxifilina que ndo a sua
inibicdo sobre o TNF-a.

A IL-10 esta associada com a cronicidade das lesées (MELBY et al., 1994), e sua
expressdo na lesdol esta relacionada com uma pobre resposta ao tratamento em
paclentes infectados com Leishmania guyanensis (BOURREAU et al., 2001). Na LCD

existe uma elevada expressao de IL-10 e na LCL ha uma expressao diminuida na lesé@o
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ou apo6s re-estimulagao in vitro de mononucleares (CACERES-DITTMAR et al., 1993,
BOMFIM et al., 1996), embora na LCD os dados sejam confltantes com achados de
reduzida expressdo de IL-10 na lesdo por outros autores (PIRMEZ et al, 1990).
Pacientes com LCD e com resposta favoravel ao tratamento mostraram uma redugéo
na expressao de IL-10 por mononucleares re-estimulados com ASL (BOMFIM et al.,
1996). Portanto, a IL-10 pode estar contribuindo para a manutengdo do parasita no
interior de macrofagos, e modulando negativamente a produgao de citocinas do padrao
Th1, contribuindo para a manutengao da lesdo. Na LM existe uma reduzida expressao
do gene de IL-10 por mononucleares re-estimulados in vitro (BACELLAR et al., 2002), o
que pode sugerir a importadncia da {L-10 na regulagdo da resposta imune, evitando a
destruicdo tecidual exacerbada.

Estudos in vifro demonstraram que o TGF-§3 é capaz de aumentar a infecgao de

macréfagos humanos pela Leishmania braziliensis (BARRAL et al., 1995). O TGF-$ foi
detectado em biopsias de lesdes tardias em intensidade maior que em lesées recentes,
sugerindo um papel desta citocina na cronicidade das les6es (MELBY et al., 1994).

As células que participam do infiltrado inflamatério sdo a provavel fonte de
producdo destas citocinas. Os linfécitos constituem 50% das células presentes nos
infiltrados das lesées de LCL e de 60% na LM, com predominio de LT CD4" na LCL e
equilibrio entre LT CD4/CD8" na LM (SILVA, 1999). A atividade citotéxica de células NK
e LT CD8 in vitro € maior na LM que na LCL e pode ser abolida pelo tratamento com
anticorpo neutralizante de IFN-y ou IL-12, sugerindo a participagdo destas células e
citocinas nao s6 no controle do parasita, mas na destruigdo tissular (BRODSKYN et al.,

1997). Na LCD apenas 10% das células sdo linfocitos (SILVA, 1999).
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A resposta humoral anti-Leishmania é mediada por anticorpos das classes IgG,
IgM e IgA. A presenga de plasmocitose e de anticorpos em quantidade consideravel no
sitio da resposta inflamatéria pode contribuir opsonizando parasitas e antigenos,
levando a ocomrréncia de fendmenos necréticos que representam mecanismos eficazes

de reducdo da carga parasitaria (RIDLEY, 1979; MAGALHAES, 1982, 1986). Podendo

desta forma contribuir na contengéo e eliminagdo do parasito. _~»
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Nosso objetivo é estudar as comelagdes entre as variaveis clinicas e os niveis de

citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, aferidos na primeira consulta, que possam auxiliar no

prognoéstico do paciente e no sucesso da resposta terapéutica.

Hipotese: Ha relagdo entre pardmetros clinicos e imunolégicos com o

prognéstico e a resposta terapéutica na LCL.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar possiveis marcadores clinicos ou imunolégicos na primeira consulta de

pacientes com a lesao tipica da LT.

e Marcadores clinicos: Tamanho da leséo, duragdo da lesao.

e Marcadores imunoldgicos: IFN-y, TNF-a e IL-10 no plasma ou apés cultura

de CMSP.
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3 JUSTIFICATIVA

A compreensdo da resposta imune contra o parasito e sua correlagdo com os
dados clinicos dos pacientes pode contribuir na conduta clinica adotada diante de
pacientes com LTA. Nao obstante a grande diversidade de formas clinicas da LTA, a
maior parte dos pacientes numa area endémica apresenta a forma LCL com a
apresentagdo de uma lesdo tipica. Entretanto a maioria dos estudos publicados tem o
seu foco nas formas polares de reagdo de hipersensibilidade a infecgdo pela
leishmania, ou seja, na LM onde existe uma resposta hiperérgica e na forma LCD com
uma resposta anérgica.

Portanto acreditamos que estudando pacientes com a lesao tipica e que curaram
em tempos variados apés o tratamento padrao, através das correlagées entre os niveis
das citocinas produzidas apos re-estimulagao in vifro com ASL, as citocinas no plasma
e as variaveis clinicas (tamanho da lesao, duragao da lesdo), todos aferidos na primeira
consulta poderemos compreender a inter-relagdo entre estas varidveis e definir
parametros clinicos e imunolégicos que podem ser utilizados para auxiliar o prognéstico

da lesdo e resposta terapéutica na LCL.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigao da area de estudo

O estudo foi desenvolvido em parceria do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(FIOCRUZ - Salvador, Bahia) com o Centro de Referéncia em Doengas Endémicas
Piraja da Silva (CERDEPS - PIEJ), localizado na cidade de Jequié, a 360 km de
Salvador, Sudoeste da Bahia, Brasil. O PIEJ atua no atendimento da demanda
espontanea ou referenciada por profissionais de satude dos individuos residentes na 13°
diretoria regional de saude (DIRES) e municipios adjacentes. A 13° DIRES é composta
por 24 municipios do sudoeste baiano, sendo eles: Aiquara, Apuarema, Baira do
Rocha, Boa Nova, Cravolandia, Dario Meira, Ibirataia, Ipiad, Irajuba, Iramaia, Itagi,
itagiba, Itaquara, ltirugu, Jaguaquara, Jequié, Jiquirica, Jitauna, Lafaiete Coutinho,
Lajedo do Tabocal, Manoel Vitorino, Maracas, Mirante, Planaltino e Santa Inés,
compreendendo uma populagao de 515.266 mil habitantes (IBGE - Censo 2000), outros
municipios também tem parceria com o PIEJ como Contendas do Sincora, Barra da

Estiva, Rio de Contas, estes pertencentes a 14° DIRES (figura II).
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Area do estudo

Figura I1I - Mapa do estado da Brasil, Bahia e regiio de estudo indicando as cidades de onde os pacientes
provieram.

4.2 Pacientes

Os individuos que procuraram o CERDEPS-PIEJ foram encaminhados para
consulta com equipe multidisciplinar (anexo 2) composta por médico clinico e

otorrinolaringologista, enfermeiras e auxiliares de enfermagem. Na consulta foi
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realizada a anamnese com o preenchimento de uma ficha clinico-epidemiologica
(anexo 3) que contempla os dados pessoais, antecedentes médicos pessoais e
familiares, situagdo epidemiolégica, histéria clinica e o exame fisico com segées
especiais para as lesées cutaneas e mucosas, uma secdo para a compilagdo dos
dados laboratoriais, tratamento com as queixas de efeitos colaterais, e parte referente a
evolugido dos pacientes. As lesdes foram documentadas fotograficamente e realizados
exames diagnosticos como a IDRM, IFI, biépsia da lesdo e aspirado de linfonodo. Os
pacientes com diagnéstico confirmado receberam o tratamento padrdo recomendado
pelo Ministério da Saude (Glucantime®, 20mg Sb*°/Kg/dia durante 20 dias). Também
foram realizados: hemograma completo, analise bioquimica constando transaminases
hepaticas (AST, ALT), fosfatase alcalina, amilase, lipase, uréia e creatinina. Na mesma
amostra de sangue periférico foram dosadas as citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-10) tanto
plasmaticas como nos sobrenadantes de cultura.

Para a documentagdo da variavel duragdo da lesdo foi questionado o periodo de
tempo em dias transcorrido entre a observagdo da lesdo e a primeira consulta, o tempo
de cura foi o tempo em dias transcorrido entre o inicio do tratamento e cicatrizag&o total
da lesdo com reepitelizagdo, quando o paciente recebia alta ambulatorial. O tamanho

da leséo foi aferido em centimetros pelo maior didmetro da tlcera primaria.
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4.3 A amostra de estudo

O presente trabalho foi um estudo observacional, sendo uma coorte prospectiva.
Ao final de 24 meses de acompanhamento (dezembro de 1999 — dezembro de 2001),
de um total de 289 pacientes, 93 apresentaram os critérios de inclusdo necessarios e
participaram do estudo. 107 pacientes ndo retornaram apés o témino da primeira série
de medicagdo, configurando perda de seguimento, pela impossibilidade do
acompanhamento da evolugdo destes pacientes. Apés busca ativa semestral todos os
pacientes encontrados apresentavam cura clinica com cicatrizagéo e re-epitelizagédo da
lesdo. Este grupo ndo apresentou diferencas significativas em relagdo as medias das
varidveis duragdo da lesdao e tamanho da lesdo. Estes pacientes foram, portanto,
excluidos do estudo. Outros 89 pacientes apresentaram outra forma de apresentagao

daLTA que ndoaLCL.

4.4 Critérios de inclusao

Foram cadastrados no estudo os pacientes que tiveram diagnéstico clinico de
leishmaniose Tegumentar, confirmado com exame anatomo-patolégico com diagnéstico
de Leishmaniose tegumentar, ou dermatite granulomatosa cronica e IDRM positiva.
Para a amostra do estudo foram selecionados os pacientes que apresentavam lesdo

tipica de LTA classificados, como LCL (MARZOCHI, 1994), e que receberam tratamento
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Foram cadastrados no estudo os pacientes que tiveram diagndstico clinico de
leishmaniose Tegumentar, confirmado com exame anatomo-patoldégico com diagndstico
de Leishmaniose tegumentar, ou demmatite granulomatosa cronica e IDRM positiva.
Para a amostra do estudo foram selecionados os pacientes que apresentavam lesdo
tipica de LTA classificados, como LCL (MARZOCHI, 1994), e que receberam tratamento
com Glucantime® na dose padrdo de 20mg sb**/Kg/dia durante 20 dias, tendo concluido
todo o tratamento e recebido alta ambulatorial, preenchendo os critérios de cura clinica,
com cicatrizacdo e re-epitelizagdo total da lesdo. Ap6s a cura clinica, os pacientes
receberam alta ambulatorial, e foram orientados a retornar ao servico médico caso
apresentem recidiva da les3o. Na nossa coorte ndo foi observada recidiva de pacientes

apoés a alta ambulatorial.

4.5 Critérios de exclusao

Diagnostico prévio de doengas crdnico degenerativo como diabetes mellitus,
hipertensdo ou cardiopatias. Pacientes com passado de LTA, doengca de Chagas,
tuberculose e hanseniase. Pacientes que ao procurar o ambulatério ja haviam
comecgado o tratamento com o Glucantime®. Pacientes com outras formas de LTA que

nao a LCL(MARZOCHI, 1994), ou que apresentassem formas atipicas de ulceragao.
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4.6 Critérios Eticos

Os individuos que procuraram o CERDEPS-PIEJ foram informados sobre os
objetivos do estudo e estando cientes, os que concordaram em participar, assinaram
um termo de consentimento informado (em anexo 4), sendo que os individuos que se
recusaram a patticipagdo continuaram a receber atendimento ambulatorial no mesmo
local sem qualquer distingdo. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital

Universitario Professor Edgard Santos — UFBA.

4.7 Biopsia e histopatologia

A biopsia foi realizada através da retirada de um fragmento da lesao utilizando se
um “punch” diametro de 3,5mm (BAKER CUMMINS; Phamaceuticals, Inc. Miami, FL.)
na borda da lesao, apds anestesia local com cloridrato de lidocaina, solugdo a 2% sem
vasocontrictor (Astra Quimica e Farmacéutica Ltda, Tamboré, SP, Brasil). O fragmento
foi conservado em formol tamponado a 10%, para a fixagdo. A bidpsia foi incluida em
parafina e as secgbes coradas por hematoxilina-eosina. Foi realizado
imunohistoquimica através do método de peroxidase indireta, utilizando um anticorpo
policlonal anti-Leishmania como anticorpo primario. Os laudos anatomopatolégicos
foram emitidos pelos patologistas do laboratério de Patologia e Biologia Celular do

CPQGM - Fiocruz.
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4.8 Reagao de Montenegro

A intradermo-reagdo de Montenegro é feita de rotina no servico de referéncia
PIEJ em Jequié, Bahia. A reagdo é realizada com a injegdo de 0,1ml de antigeno
solvel de Leishmania amazonensis (MHOMBR86BA-125), contendo 25 pg de
proteina/mi, preservado em fenol (REED et al., 1986), produzido no Laboratério de
Imunoparasitologia do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. Foi considerada

positiva a reagdo com didmetro igual ou superior a Smm.

4.9 Re-estimulagao in vitro

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas através do
método de gradiente de densidade utilizando-se Histopaque (Sigma Diagnostics, St.
Louis, MO). As CMSP foram cultivadas na concentracdo de 3x10° células/ml em meio
RPM! 1640 (Gibco, Grand Island, NY), contendo com penicilina 100U/mi e
estreptomicina 100ug/ml e suplementado com L-glutamina 300mg/L (Gibco, Grand
Island, NY), e 10% de soro humano AB, em placas de 24 orificios. As culturas foram
mantidas sem estimulo ou estimuladas por 10ug/mi de antigeno soliuvel de Leishmania

amazonensis (MHOMBR86BA-125), por 24, 48 ou 96 horas. Os sobrenadantes colhidos
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apo6s 24, 48 ou 96 horas de cultura em estufa 5% CO2, 95% de umidade a temperatura

de 37°C foram aliquotados a -20°C.

4.10 Dosagem de citocinas

As dosagens de citocinas do sobrenadante ou plasma dos pacientes foram
realizadas pela técnica de ELISA utilizando—se kits comerciais e seguindo as
recomendagées do fabricante (PharMingem, San Diego, CA). Nos sobrenadantes de 24
horas de cultura foi dosado o TNF—a , nos de 48 horas foi dosado a IL-10 e nos

sobrenadantes de 96 horas foi dosado o IFN-y.

4.11 Anadlise estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad Prism® versao 3.0, (GraphPad software, inc.
San Diego, CA ).Como os dados ndo apresentaram uma distribuicdo gaussiana apés o
teste de Kolmogorov-Smimov, foi utilizado para as correlagées o teste de Spearman
que é usado para a medigdo de correlagdes ndo paramétricas entre duas variaveis
ordinais ou sem distribuicdo nomal, sendo o coeficiente de Spearman (r;) uma medida

da diregdo e forga de associagdo entre as duas varidveis. Para a interpretagdao dos
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resultados das correlagdes inicialmente observamos o valor do rs que se = 0 indica que
as duas variaveis nao sdo alteradas juntas, ou seja, ndo existe correlagdo, se 0 > rs > 1
as variaveis tendem a aumentar ou diminuir juntas, o que significa uma correlagédo
direta, respectivamente, se r = 1,0 ou — 1,0 existe uma correlagao perfeita, e se -1 > rs >
0 indica que enquanto uma varidvel aumenta a outra diminui e vice-versa, o que
significa uma correlagdo inversa. A probabilidade (p) é o valor que responde a questao
se realmente existe ou ndo uma correlagdo entre as variaveis na populagéo geral. Ou
seja, qual € a chance em que numa amostra randémica o coeficiente de comelagao ira
resultar diferente do observado na amostra inicial. Consideramos como estatisticamente
significativo o valor de p < 0,05. Observando os dados relativos ao intervalo de
confianga da correlagdo observamos se existe o efeito de trivialidade biolégica quando
este é muito préximo de zero ou se existe importancia biolégica quando estes valores
se aproximam de 1.

As curvas observadas nos graficos foram elaboradas com a regresséao linear
simples, utilizando a equagdo da reta Y= o + X, onde Y é o valor da abscissa, X é o
valore da ordenada, a é o intercepto porque é o valor que Y assume quando uma reta
intercepta o eixo das ordenadas, ou seja, quando X=0. O valor de B € a tangente
trigonométrica do dngulo 0, delimitado pela reta de equagéo e pela reta paralela ao eixo
das abscissas que passa pelo ponto a. As linhas pontilhadas presentes nos graficos
indicam o intervalo de predigdo de 95%. O intervalo de predigdo é a area onde é

esperado que estejam 95% dos pontos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes

Na amostra estudada houve 66% de pacientes do sexo masculino e 34%
feminino e a média de idade foi de 31,3 anos, desvio padrao 18,9, e mediana de 26
anos, com a idade maxima e minima em 87 a e 5 anos, respectivamente. Foi observado
que 50 pacientes (58%) apresentaram, no momento da consulta, adenopatia no
linfonodo de drenagem da lesdo, e que 42% (36 pacientes) nao referiram
linfadenomegalia nem apresentavam linfadenomegalia ao exame fisico. Sete pacientes
nao souberam responder se haviam apresentado adenite satélite. Setenta e trés
porcento dos pacientes apresentaram uma lesdo unica e 27% apresentaram de duas a
quatro ulceras e o local mais freqiiente de lesdo foram os membros inferiores,
acometidos em 65% dos pacientes, seguidos pelos membros superiores em 20%, 5%
em face e 4% no tronco, 6% dos pacientes apresentaram lesdes tanto acima quanto
abaixo da cintura. O tamanho da lesao apresentou média de 3,0 cm + 1,7, sendo a
mediana 3,00 cm e o maximo em 10,0 cm e o minimo em 1,0 cm. A duragao da lesao
teve média de 56 * 46 dias, com mediana de 40 dias, e com maximo de 300 e minimo
de 4 dias. A média do tempo de cura foi de 85 + 53 dias, com mediana de 60 dias e

maximo de 320 e minimo de 30 dias. Quarenta e quatro porcento dos pacientes foram
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tratados com apenas uma série do antimonial pentavalente, enquanto que 37%
receberam 02 séries e 19% receberam trés séries da medicagéao.

A positividade da reagdo de Montenegro foi de 77%, e apenas seis pacientes nao
retornaram para a leitura no periodo de 72h e foram excluidos da andlise da
intradermo-reagdo de Montenegro. Os dados acima estdo sumarizados na Tabela 1 e

no anexo 5.

Tabela 1 - Dados gerais dos 93 pacientes. Numeros relativos a freqiiéncias, médias e
medianas.

Freqiiéncia Media +DP Mediana Maximo Minimo

Sexo Masculino 64%

Idade (em anos) 31,3+18,9 26 87 5
Adenopatia 58%

Lesao unica 73%

02-04 Lesodes 27%

Lesao em MMl 65%

Lesao em MMSS 20%

Lesdo em Face 5%

Les@o em Tronco 4%

Tamanho da lesao (cm) 3,1+17 3,00 10,00 1,00

56 * 46 40 300 4
85153 60 320 30

Duracao da lesao (dias)

Tempo de cura (dias)

Positividade da IDRM 74,5%
Tratamento com 01 série de Sb*® 44%
Tratamento com 02 séries de Sb** 37%
Tratamento com 03 séries de Sb*® 19%
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5.2 Producgao de citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10

A média da concentragdo das citocinas no sobrenadante das CMSP re-
estimuladas com ASL foi de 1170 + 1046 pg/ml para o IFN-y, de 285,9 + 414,9 para o
TNF-o e de 6,112 + 18,13 para a IL-10. As citocinas dosadas diretamente no plasma
dos pacientes, também foram dosadas, e apresentaram medianas de 23,27 + 46,51
para o IFN-y, de 65,67 + 174,5 para o TNF-a e de 52,23 + 160,3 para a IL-10

plasmatica. Os dados acima estdo sumarizados na tabela 2 e no anexo 5.

Tabela 2 - Dados gerais dos 93 pacientes. Numeros relativos a freqiiéncias,
médias e medianas.

Media +DP Mediana Maximo Minimo
TNF-a Sobrenadante 2859+4149 107,3 1752 0
IFN-y Sobrenadante 1770 + 1046 1725 4026 0
IL-10 Sobrenadante 6,1+ 18,1 16,50 126.,4 0
TNF-a plasmatico 65,7 £ 174,5 0 937,1 0
IFN-a plasmatico 23,3+46,5 0 184,1 0

IL-10 plasmatico 52,2 +160,3 54 933,7 0
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5.2 Andlise de correlagao entre as variaveis clinicas.

Dentre as variaveis clinicas observou-se que o tamanho da lesdo cormrelaciona-se
diretamente com o tempo de cura apés o tratamento com o antimonial (p = 0,029, e rs =
0,2539), ou seja, quanto maior a lesdo mais lenta é a evolugdo do paciente para a cura.

(grafico 1)
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Grafico 1. Correlagéo direta entre o tamanho da lesdo em cm e o tempo de cura em
dias. (A equacao da curva observada foi Y= 70.82 + 4,79X £ 4,13, o intervalo de

confianga de 0.02005 a 0.4614, o valor de p = 0,0290 e o coeficiente rs= 0,2539).
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O tamanho da lesdo se correlacionou diretamente com a quantidade de
antimonial pentavalente utilizado pelos pacientes, ou seja, quanto maior a les&o, maior
a quantidade de antimonial necessaria para o paciente atingir a cura, grafico 2 (p =

0,022, e rs = 0,2554).
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Grafico 2 - Correlagao direta entre o tamanho da lesdo e o nimero de séries de
antimonial pentavalente (A equacdo da curva observada foi Y= 1.206 + 0.1006X *
0.04987, o intervalo de confianga de 0.07086 a 0.4885, o valor de p = 0,007, e o

coeficiente r; = 0,3014).
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Os individuos mais velhos também apresentam um maior tamanho de lesao
(grafico 3), havendo uma correlagdo direta entre a idade e o tamanho da lesédo (p =

0,0402 e r; = 0,2299).
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Grafico 3~ Correlagdo direta entre a idade em anos e o tamanho da lesdao em cm (A
equacdo da curva observada foi Y= 2.402 + 0.02094X + 0.009414, o intervalo de

confianga de 0.1002 a 0.5106, o valor de p = 0,004, e o coeficiente rs = 0,3204).
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5.3 Correlagao entre as variaveis clinicas e imunolégicas.

A produgao do TNF-a (pg/ml) no sobrenadante apés a estimulagédo com antigeno
bmto de Leishmania, se correlacionou diretamente ( p = 0,0274, r; = 0,3252) com o

tamanho da lesao(cm). (grafico 4)
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Grafico 4 — Correlagao direta entre a produgao de TNF-a em pg/ml das CMSP re-
estimuladas com antigeno bruto de Leishmania e tamanho da leséo. (A equagao da
curva observada foi Y=192.0 +47.87X % 36.93, o intervalo de confianga de 0.02962 a

0.5685, o valor de p = 0,0274, e o coeficiente rs = 0,3252).
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5.4 Correlagdo entre os dados imunolégicos

Existe uma correlagao direta entre as concentragées de TNF-a com as de IFN-y
(grafico 5), e as de IL-10 (grafico 6), e também entre as concentragdes de IFN-y e IL-10

(grafico 7) no sobrenadante das células mononucleares re-estimuladas.
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Grafico 5- Correlagao direta entre a produgdo de TNF-a e IFN~y em pg/ml, das CMSP
re-estimuladas com antigeno bruto de Leishmania (A equagdo da curva observada foi
Y= 1566 + 1.075X + 0.2978, o intervalo de confianga de 0.4514 a 0.8038, o valor de

p<0.0001, e o coeficiente rs = 0,6677).
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Grafico 6— Correlagao direta entre a producao de IL-10 e TNF-a em pg/ml, das CMSP
re-estimuladas com antigeno bruto de Leishmania. (A equagdo da curva observada foi
Y= 3.623 +0.002652X + 0.002500, o intervalo de confian¢ca de 0.1293 a 0.6283, o valor

de p<0.0043, e o coeficiente rs = 0,4089).
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Gréfico 7 — Correlagao direta entre a producao de IL-10 e IFN-y em pg/ml, das CMSP
re-estimuladas com antigeno bruto de Leishmania (A equagado da curva observada foi
Y= -2.959 + 0.005361X £ 0.002576, o intervalo de confianga de 0.2188 a 0.6810, o

valor de p = 0,002, e o coeficiente rs = 0,5129).
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Também foi observado uma comelagdo direta entre as concentragées TNF-a

plasmaticos e as de IFN-y e de IL-10 (grafico 8 e 9).
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Grafico 8 - Correlagao direta entre os niveis TNF-a plasmatico e IFN-y plasmatico em
pg/ml (A equagdo da curva observada foi Y= 19.13 + 0.06313X £ 0.03738, o intervalo

de confianca de 0.2188 a 0.6810, o valor de p = 0,0017, e o coeficiente ry = 0,4327).
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Grafico 9 - Correlagdo direta entre os niveis TNF-a plasmatico e IL-10 plasmatico em
pg/ml. (A equagdo da curva observada foi Y= 32.01+ 0.3079X + 0.1249, o intervalo de

confianca de 0.1480 a 0.6279, o valor de p = 0,0026, e o coeficiente rs = 0,4165).
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6 Discussao

No presente estudo foram avaliadas a presenga de comelagdes entre vanaveis
clinicas e imunologicas na LTA, avaliando de que forma os dados clinicos, e os niveis
das citocinas podem fomecer elementos preditivos do tempo de cura e da resposta
terapéutica. Para isso, usamos como parametros clinicos a duragdo e o tamanho da
lesdao aferidos na primeira consuita, e a resposta ao tratamento, assim como as
concentragdes das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, mensurados diretamente no plasma,
e apos re-estimulagao in vitro das CMSP com ASL. O principal achado do presente
estudo foi que o tamanho da lesdo se correlaciona diretamente com o tempo de cura e
a resposta terapéutica, ou seja, o tamanho de lesdo é um parametro que na primeira
consulta pode auxiliar no prognéstico e niimero de séries do Sb*® necessarias para a
cura. A idade do paciente e os niveis de TNF-a no sobrenadante correlacionam-se
diretamente com o tamanho da lesdo. Os niveis de TNF-o estdo diretamente
correlacionados com os niveis de IL-10 e IFN-y no sobrenadante. A producdo destas
citocinas pode estar inter-relacionada na resposta anti-Leishmania e estas devem
influenciar indiretamente o tamanho da lesao e, portanto, influenciando o tempo de cura
e resposta terapéutica.

Embora a amostra tenha um grande nimero de individuos, foi observado que as
variaveis estudadas nao apresentavam distribuicdo nomal ou simétrica, ndo sendo,
portanto apropriada a utilizagdo do teste de correlagdo de Pearson. O teste mais

adequado a amostra foi o teste de Spearman, mesmo sendo menos robusto e com
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menor probabilidade de rejeitar a hipotese da nulidade, quando esta é falsa. Este teste
nos permite avaliar a associagdo ou dependéncia entre duas variaveis néao
paramétricas, o coeficiente “rs” indica o grau de associagdo. Quando séo utilizados
testes paramétricos podemos utilizar o artificio do r? que indica quanto da modificagao
de uma variavel pode ser explicada pela modificagdo na outra, ndo sendo esta forma de
expressao dos resultados apropriada para o teste de Spearman. Neste teste devemos
observar a aproximagao do “r;" de 1, sendo que quanto mais préximo de um, maior
associagdo entre as varidveis. Podemos observar nos resultados que as correlagbes
encontradas, principalmente entre as variaveis clinicas, sdao de baixo grau de
associagido, o que ja era esperado, pois como diversos fatores devem influenciar o
tempo de cura, e a resposta ao tratamento. Provavelmente, uma variavel apenas nao
deve exercer grande influéncia sobre a outra, ou ser um agente causal, portanto, trata-
se de um processo multifatorial. Se observassemos o fendmeno de apenas um
parametro ser o responsavel pela modificagdo do tempo de cura ou resposta
terapéutica, provavelmente, seria devido a co-linearidade onde, ambas sofreriam a
influéncia dos mesmos fatores, nao sendo variaveis indeependentes e, portanto nao
estariamos mensurando a associagao entre as duas variaveis. Acreditamos que o ideal
€ uma analise multivariada dos dados, ou seja, estudar a relagdo entre os diversos
parametros, e o tempo de cura e a resposta terapéutica simultaneamente. Entretanto,
estes testes multivariados necessitam de amostras com distribuigdo normal e amostras
com maior numero de individuos. Nesta primeira andlise podemos definir os principais
parametros que devem ser seguidos na continuagao da coorte.

As medianas da duragao da lesdo (40 dias), tamanho da lesdo (3,0cm), e tempo

de cura (60 dias) da presente série sdo concordantes com outras séries ja publicadas
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(MAGALHAES, 1982; LLANOS-CUENTAS, 1984; ROMERO et al.,, 2001). No nosso
estudo, em 44% dos pacientes foi necessario utilizarmos apenas uma série do Sb*, e
em 37% dos pacientes duas séries para a cura. Na literatura, estudos comparando a
eficaicia do com Sb*° com outras drogas em areas com predomindncia de L.
braziliensis, mostram taxas varidveis de cura com o uso de uma série (entre 62%
(SALDANHA, 1997) e 42,8% (COSTA, 1986)). Diferencas entre os estudos sao
possiveis ja que distintas cepas de Leishmania podem ter diferentes graus de
susceptibilidade ao Sb*® in vitro (MOREIRA & PETRILLO-PEIXOTO, 1991).Outros
fatores que podem influir na resposta terapéutica é a nao padronizagao da dose, da via
de administragao, além de diferengas na metodologia o que dificulta a comparagéo da
eficacia do tratamento entre os diversos estudos (OLIVEIRA-NETO et al., 1997,
OLIVEIRA-NETO et al., 1997, 1997; SAMPAIO et al., 1997, ROMERO et al., 2001).
Existem registros de positividade da IDRM entre 48% e 97% (MAYRINK et al.,
1979; CUBA CUBA et al, 1980) em pacientes provenientes de areas nas quais ha
predominédncia de L. braziliensis. Na nossa série, encontramos 74,5% de individuos
positivos. A existéncia de 25,5% resuitados falso negativos na IDRM em casos
confirmados pela visualizagdo do parasito na biopsia, poderia dever-se a pacientes em
fases iniciais da infeccdo (PESSOA, 1948), entretanto, no nosso estudo nao
encontramos uma diferenga significativa entre os individuos avaliando a duragao da
lesdo e a positividade da IDRM. Ha a ;)ossibilidade de erros na leitura do teste ou na
aplicacao do antigeno pelos profissionais de saude, embora, ndo possamos descartar
que alguns individuos, mesmo com a lesdo tipica, nao apresentem resposta de
hipersensibilidade tardia ao antigeno de Montenegro. Apesar da demonstragcdo da alta

sensibilidade e especificidade encontrada por outros autores (MARTINS NETTO, 1990),
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acreditamos que ainda persiste por ser elucidado o papel da IDRM como critério
diagnéstico.

Os valores das medianas encontrados na nossa série para as citocinas s&o IFN-y
(1770 pg/mi), TNF-a. (285,9pg/mi) e IL-10 (6,11 pg/mil) no sobrenadante, quanto as
citocinas IFN-y (23,27 pg/ml), TNF-a (65,67 pg/ml) e IL-10 (52.23 pg/ml) dosados
diretamente do plasma. Ha grande variagdo na literatura quanto aos niveis das
citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-10) encontrados em pacientes com LTA (BARRAL-NETTO
et al., 1991; CASTES et al., 1993; MORSY et al, 1994; DA-CRUZ et al., 1996;
WEINSTOCK et al., 1997; BARRAL-NETTO et al,, 1998; COUTINHO et al,, 1998;
RIBEIRO-DE-JESUS et al.,, 1998). Tal fato pode dever-se a diferenca entre os
protocolos ou “kits” comerciais para a mensuragdo das citocinas entre os diferentes
laboratérios, a utilizagdo de diferentes estimulos na re-estimulagdo das CMSP dos
pacientes ou a diferengas regionais relacionadas ao parasita ou a fatores genéticos dos
individuos. Também ndo podemos descartar diferengas na amostragem entre os
diversos estudos, e na obtengdo e armazenamento das amostras.

O tamanho de lesao foi comrelacionado diretamente com o tempo de cura,
indicando que quanto maior a lesdo na primeira consulta maior o tempo até a sua
completa cicatrizagdao e reepitelizagao. Esta associagdo ja havia sido demonstrada
quando os pacientes foram divididos em dois grupos utilizando-se como critério a area
da lesdo menor ou maior igual a 4.0 cm (LLANOS-CUENTAS, 1984). O tamanho da
lesdo na primeira consuita também se correlaciona diretamente com numero de séries
de Sb*® necessarias para a cura do paciente. Estes dados podem indicar que, com a

melhoria do acesso a saude e com diagnéstico precoce podemos reduzir o tempo de
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restabelecimento do paciente. Todavia, ja foi demonstrado que o tratamento precoce,
antes mesmo do aparecimento da tlcera, previne o surgimento ou o aumento do
tamanho da lesdao em apenas 50% dos casos (MACHADO et al., 2002). Provavelmente
existe uma dissociagdo entre a cura clinica, ou seja, a cicatrizagao e reepitelizagao da
lesdo, e a cura parasitositolégica relacionada a redugédo da carga parasitaria, pois o
tratamento precoce nao previne a ticera em 50% dos pacientes e existem evidéncias
da persisténcia do parasito na cicatriz até onze anos ap6s o tratamento e a cura clinica,
estando a Leishmania viavel e silenciosa, sem causar lesdo aos pacientes
(SCHUBACH et al., 1998). Portanto, elementos relacionados nao somente ao parasita e
ao tratamento, mas fendomenos desencadeados nos momentos iniciais da infecgao,
como a intensidade da resposta anti-Leishmania, participam no estabelecimento do
tamanho da lesdao e do tempo de cura. Assim sendo, acreditamos que na primeira
consulta o tamanho da lesdo deve ser utilizado como um indicativo do tempo de
cicatrizagdo com a utilizagdo do tratamento padrao e da intensidade da reagao anti-
Leishmania, mas nao da duragao da lesao.

No6s observamos uma correlagdo direta entre a idade dos pacientes e o tamanho
da lesdo na primeira consulta. Possivelmente este fato ndo se deve exclusivamente a
idade, mas provavelmente as co-morbidades tanto sistémicas (fatores enddcrinos,
hematolégicos e nutricionais) quanto locais associadas a disttrbios vasculares ou
neuroldgicos (BENNETI: et al., 1981; THORNE, 1981; CARTER & BALIN, 1983;
BERLINER, 1986; VAN DE KERKHOF et al., 1994). Estas diferengas nao parecem se
deverem a maior dificuldade ou demora na procura de assisténcia médica, pois ndo

houve diferenga entre a idade e a duragao da lesao.
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Observamos também uma correlagéo direta entre o tamanho da leséo e os niveis
do TNF-a produzidos apds re-estimulagédo in vitro. Tal correlagdo pode indicar a
associagdo desta citocina com a gravidade das lesées na leishmaniose, como é
evidenciada pela maior expressdo desta citocina nos pacientes com a LM, sua
associacdo com a cronicidade das lesées (CASTES et al., 1993; MELBY et al., 1994,
DA-CRUZ et al., 1996), bem como a resposta terapéutica quando é utilizado um inibidor
de TNF-a associado ao antimonial pentavalente (LESSA et al, 2001). O estudo de
polimorfismo dos genes de TNF em diversas doengas infecciosas, principaimente
malaria, leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral, tem evidenciado
associagées de determinados alelos com gravidade, risco de doenga aumentado e
maiores niveis de TNF-a (MCGUIRE et al., 1994; CABRERA et al., 1995; KARPLUS et
al, 2002). Niveis de TNF-o elevados podem participar na patogénese da ticera
leishmaniética, aumentando a expresséao e ativagao de proteases, alterando a produgao
de EGF e PDGF (TRENGOVE et al., 2000), inibindo mecanismos anticoagulantes e
promovendo o processo de trombose, portanto dificuttando a cicatrizagao.

Os niveis de TNF-a, IFN-y e I1L-10 apds a re-estimulagido das CMSP com ASL
correlacionam-se diretamente. Ja no plasma enconframos a associagao apenas entre e
os niveis de TNF-q e IL-10 e TNF-a e IFN-y. A correlacado direta entre as citocinas TNF-
a e IFN-y pode dever-se a estimulagao das células macrofagicas pelo IFN-y, levando a
estimulagdo da produgcdo do TNF-a pelo aumento da transcrigdo e estabilidade do
RNAm associado a maior expressao do promotor NF-xB (HAYES et al., 1995). O TNF-a
também pode atuar com papel semelhante induzindo a expressao de IL-10 em CMSP

humanos, através da indugado da transcricdo do RNAm e aumentando a estabilidade
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deste (WANIDWORANUN & STROBER, 1993). Assim, justificando o aumento destas
trés citocinas simultaneamente.

A IL-10, em camundongos tem um papel Th2 bem definido apresentando uma
acdo na redugio da expressdo do CPH classe Il em células dendriticas, mondcitos e
células de Langerhans (DE WAAL MALEFYT et al, 1991; BEJARANO et al., 1992;
CAUX et al., 1994; PEGUET-NAVARRO et al., 1994), além da redugdo da expressao
das moléculas coestimulatorias ICAM {, CD80 e CD86 (KUBIN et al., 1994; WILLEMS et
al., 1994) culminando na inibicdo da produgdo de IFN-y e TNF-a e outras citocinas pro-
inflamatérias. Todavia, no homem ainda ndo foi demonstrada uma clara acdo de
modulagdo negativa da IL-10 sobre a resposta inflamatéria (YSSEL et al., 1992;
QUAYLE et al., 1993; SIMON et al, 1993). No homem, a IL-10 parece ser
extremamente pleiotrépica e multifuncional, ndo ocorrendo a polarizagdo Th1 ou Th2
observada nos murinos.

Um dos motivos que pode explicar a presenga de TNF-a, IFN-y e IL-10
correlacionadas diretamente € que componentes do antigeno de Leishmania estejam
estimulando a sua produgdo conjuntamente. E possivel que o antigeno leve a produgéo
de IL-12 e que esta citocina induza a produgd@o de outras citocinas. Tal efeito ja foi
demonstrado em outro sistema (WINDHAGEN et al., 1996), onde, apés estimulagao, as
CMSP produzem niveis elevados de IL-12, 0 que induz a producao de IL-10, TNF-a e
IFN-y simultaneamente. Contudo, nés nao avaliamos a producédo de IL-12, e ndo ha
dados da literatura que corroborem com uma elevada producao de IL-12, no plasma ou
em CMSP apds estimulo com antigeno de Leishmania. Acreditamos também, que pode

estar ocorrendo uma produgdo de IFN-y e TNF-a em resposta a infecgdao pela
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Leishmania braziliensis e a estimulagdo da produgdo de IL-10 como um mecanismo
regulatério, como forma de modular negativamente a produgdo destas outras duas
citocinas, reduzindo a reagao de hipersensibilidade na leséo.

Tem sido especulado que a resposta imune humana anti-Leishmania mais eficaz
para o hospedeiro seria aquela desenvolvida pelos individuos classificados como
subclinicos. Neles existe uma positivagdo da IDRM sem aparecimento da leséo,
possivelmente decorrente da infecgdo sem evolugdo para a doenga. Estes individuos,
quando comparados na produgdo de TNF-o, IFN-y, apds estimulagdo com ASL,
apresentaram menores niveis destas citocinas do que os pacientes com LCL da mesma
area endémica (FOLLADOR et al., 2002). Nao foi observada maior produgédo de outras
citocinas como a IL-5 ou a IL-10 nos individuos subclinicos. Deste modo, ndo apenas a
presenca das citocinas que participam da resposta anti-Leishmania, mas a intensidade
da reag¢dao também pode ser uma das responsaveis pelo estabelecimento da leséo
cutanea. Por exemplo, na forma mucosa ha uma reagao de hipersensibilidade intensa
com elevada produgdo de IFN-y e TNF-a e a presenga de raros parasitas na leséo
(BITTENCOURT & BARRAL, 1991), mostrando uma dissociagao entre a intensidade da
reagdo e a intensidade do parasitismo culminando com destruiggo tecidual intensa da
leséo.

Na nossa amostra, onde todos os pacientes responderam ao tratamento, os
dados referentes as citocinas TNF-a IFN-y e [L-10 podem indicar que esta seja a
resposta anti-Leishmania mais favoravel para o hospedeiro, uma vez que a lesdo
cutanea esteja estabelecida. Nos pacientes que tém a forma mucosa, ha exacerbagao

da producdo de TNF-a e iIFN-y associada a niveis baixos de IL-10 (BACELLAR et al,,



46

2002) e existe uma agdo deletéria da resposta imune, com destruicdo tecidual e
progndstico desfavoravel com o tratamento padrao. Nos pacientes com LCD, IL-10 €
encontrada em altos niveis, juntamente com niveis reduzidos de TNF-o e IFN-y e
também ha uma resposta anti-Leishmania deficiente, sem contengdo dos parasitas,
pemmitindo a multiplicagdo e disseminagdo dos mesmos. Portanto, acreditamos que,
como observado no presente estudo, a correlagao direta entre as trés citocinas, ou seja
a produgdo concomitante das citocinas com atividade de exacerbagédo, como o IFN-y e
o TNF-a, e modulagdo negativa da resposta inflamatéria, como a IL-10, deve ser
importante para a manutengio de uma resposta imune anti-Leishmania com o equilibrio
entre a destruigdo do parasito, lesdo tecidual e prognéstico favoravel para a
cicatrizagdo da lesao.

Nao foi encontrada correlagao entre os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-
10 e TNF-a e aqueles obtidos in vitro apés re-estimulagdo com ASL. As citocinas
dosadas no plasma podem néao ser o resultado da resposta periférica anti-Leishmania.
Outras co-morbidades como parasitoses, doengas virais e até mesmo a presenca de
infecgdes secundarias na lesao leishmaniética podem ser responsaveis pela producao
destas citocinas e apenas uma parcela da sua produgdo pode estar relacionada com a
resposta anti-Leishmania, diferentemente da produzida apés a re-estimulagdo com
ASL. Portanto, na nossa série ndo observamos vantagem da dosagem diretamente no
plasma sobre a re-estimulagao in vitro na caracterizagao da resposta anti-Leishmania.

Na nossa série ndo observamos correlagao entre os dados clinicos ou
imunolégicos e a duragao da lesdo. Ja havia sido demonstrado na literatura a relagao

entre a duragao da lesao, menor que 01 més e maior ou igual a seis meses, e 0
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tamanho da lesdo (LLANOS-CUENTAS, 1984). Acreditamos que esta associagdo nao
foi observada na nossa série porque, com a melhoria de acesso ao sistema de salude
na regido, o tempo médio da duragéo da lesdo tem sido reduzido e e raro encontrarmos
pacientes com duragdo da lesdo acima de seis meses. Por exemplo, na nossa amostra
houve apenas um paciente com duragdo da lesdo superior a 180 dias.

No presente estudo, evidenciamos que o tamanho da lesdo na primeira consulta
pode ser utilizado como um pardmetro do tempo para a cura da lesdo e do numero de
séries de Sb*® em pacientes submetidos ao tratamento padrdo. Observamos que a
idade e a produgdo do TNF-a sdo as principais varidveis que podem influenciar o

tamanho da lesdo, ndo apresentando relagdo com a duragdo da lesdo. O TNF-a pode

ser influenciado pela produgdo de IFN-y e IL-10, que participam da resposta anti-
Leishmania. Acreditamos que o estudo pode contribuir auxiliando os profissionais de
saude ao indicar parametros que podem ser avaliados como possiveis indicadores de
prognéstico. Sera necessario continuar o acompanhamento da coorte na area
endémica com maior numero de pacientes, para pemitir aplicagdo de testes
estatisticos paramétricos com analises multivariadas, ou seja, avaliando a relagao entre
diversos fatores simultaneamente. Isto permitird analisar, mais precisamente, as
variaveis relacionadas do processo de cura. Sera também necessario ampliar o estudo
para outros fatores imunolégicos como a produgdo de IL-12 e avaliagdo das
subpopulagées celulares, na busca de novos marcadores que, em conjunto com 0s

existentes, possa permitir maior preciséo na predigao do prognéstico.
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7 Conclusao

O tamanho da lesdo se correlaciona diretamente com o tempo de cura e numero
de séries de Sb*> sendo o principal pardmetro do prognéstico clinico do paciente. A
idade e a produgao da citocina TNF-a correlacionam-se diretamente com o tamanho da
lesdo, ou seja, quanto maior a idade e a produgdo de TNF-a maior o tamanho da les3o.
As citocinas TNF-a e IFN-y e 1L-10, produzidas ap6s a re-estimulagdo das CMSP com
ASL, correlacionam-se diretamente entre si e a produgéo da citocina TNF-a mensurada
no plasma correlaciona-se diretamente com os niveis de IFN-y e IL-10 dosados no

plasma.
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9.2 Anexo 2

Equipe:

Médicos Clinicos: Luiz Fabiano Borges Oliveira
André Luiz Barbosa Béafica
Andréia Bomura Rosato
Edvan Crusoé
Jacson Costa

Aldina Barral

Médicos Otorrinolaringologistas: Virginia Café

Viviane Boaventura

Médicos Patologistas: Luis Antonio Rodrigues Freitas

Tania Correia

Apoio de Laboratério: Cecilia Beatriz Fitiza Favali

Dirceu Joaquim Costa

Apoio logistico: Eliane Gées Nascimento
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9.3 Anexo 3
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PROGRAMA DE CONTROLE DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)
FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

A-  PARTE CLINICA

1. Data de Preenchimento

N° de Registro

2. IDENTIFICAGAO

Nome:

Apelido:

Data Nascimento:__/_/  Sexo: Cor:

Local de Nascimento:

Ocupacgéo: Peso

Local Provavel de contagio:

Ultima procedéncia:

Residéncia atual:

Tempo de moradia:
Onde:

Residéncia(s) anterior(es): ( )1-Sim () 2- Nao ( ) 9- NSI

Ha quanto tempo: meses

Local onde reside (ou contégio) tem alguém com LTA: ( )1-Sim ( )2-N&o ( )9-NSIi

Numero de familiares em casa (Excluir paciente):

Numero de familiares que tiveram LTA: Ano

3. ANTECEDENTES MEDICOS

Jateve LTA: ( )1- Sim ( )2-Néo ( )9-NSI

Foitratado: ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI

Natureza do tratamento ( )1-Topico ( )2-Sistémico ( )9-NSi
Droga usada: Dose:

Ano de tratamento:

4. ANTECEDENTES FAMILIARES

Algum caso de LTA na familia: ( )1- Sim

Nome:

Onde foi tratado:

)2-Ndo  ( )9-NSI

Idade:

Ano da doenga: Localidade:

Grau de parentesco com o caso index:
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Nome: Idade:
Ano da doenga: l.ocal:

Grau de parentesco com o caso index:

Nome: Idade:
Ano da doenga: Local:

Grau de parentesco com o caso index:

5. SITUACAO EPIDEMIOLOGICA

Localizagdo do domicilio:( )1.4rea urbana ( )2.arearural ( )3-Peri-urbana (

Quantas pessoas residem no domicilio:

Instalagdes sanitarias: ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSi
Caso sim:

( ) 1- Dentro do domicilio (
( ) 3- Fora do domicilio e comum a varios domicilios ( ) 9-NSIi
Cria animais no quintal: ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Caso sim, qual(is):

Galinha ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Cavalos ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Porcos ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Cabras ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Cameiros ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Jumentos ( )-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Caes { )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Outros ( )M-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI Qual

N° de cémodos:

)9.NSI

) 2- Fora do domicilio

Renda familiar mensal (sal. Minimos) ( )<1 ( ) 1a2 ( ) 3a4(

6. HISTORIA CLINICA

) >4
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7. EXAME FiSICO

A.Presenca de Linfonodos: ( )1.Sim ( )2.Ndo ( )9.NSI

Caso sim, localizagdo: ( )1. Epitroclear ( )2.Tibial posterior ( )3. Axilar

( )4. Crural ( )5.Cervical ( )6.Subocciptal ( )7.Submandibular

(  )8.Inguinal ( )9. Outros

Tamanho do géanglio
(cm)
B.Lesdo de Pele:( )1.Sim ( )2. Néo (

N° Total de Lesao(des):

N° Lesao(des) ulceradas:
Duragao: (meses)

Localizagdo(6es):

Tamanho(s): (cm)

Caracteristica(s) ( )1.amida (
)2.vegetante

( )3.minima ( )4. seca (
)5.Disseminada

( )6.Verucoide ( )7.Outras ( )9.NSI

N° de Lesdo(Ses) nao Ulcerada(s)

Duracgao: (meses)

Localizagao(6es):

Tamanho: (cm)
Cicatriz antiga: ( )1.Sim ( ) 2.Nao (
)9.NSI 0 %\
N° Total: Duragao /—\
(meses)
Localizagao(Ges):
Tamanho: (cm)
C.Lesdo Mucosa: ( )1.Sim ( )2.Ndo (
)9.NSI

Queixa Principal:

N
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Queixas associadas: ( )1.Prurido ( )2.Dor
( )3.Febre ( )4.Adenite satélite ( )9.NSI
Formas:

( ) 1-mucosa tardia ( )2. mucosa primaria
( )3.mucosa indeterminada ( )4.mucosa contigua ( )5.mucosa concomitante
( )6.0Outras ( )9.NSI
C.1-Mucosa Nasal Ativa: (  )1.Sim ( )2.Nao ( )9.NSi
Queixas nasais: ( }1.Dor ( )2.Secre¢do ( )3.Sangramentd( )4.Crostas
( )5.Ferimento ( )6.Deformidade ( )7.Outras ( )9.NSI
Secregao Nasal: (  )1.Sim ( )2.Nao ( )9.NSI
Crostas: ( )1.8im ( )2.Nao ( Tipo:
)9.NSI
Mucosa nasal (Tipo): ( )1.Infiltragdo ( )2.Ulceragao ( )3.Erosao

( )4.Hiperemia ( )4.Edema ( )SNSI
Localizagado: ( )1.Septo anterior ( )2. Cabega de concha inferior

( )3.Outras ( )9.NSI

Lesdao Mucosa cicatricial: (  )1.Sim ( )2.Nao ( )9.NSI

Tipo: (  )1.Cicatriz atréfica ( )2.Retragdo cicatricial ( )3.Perfuragéo

( )4.Destruicdo parcial ( )5.Destruigcao total
Localizagdo: ( )1.Septo anterior ( )2.Cabega da concha inferior ( )3.Outras
C.2- Mucosa bucal: ( )1.Sim ( )2.Nao ( )O.NSI
Queixas associadas: ( )1.Dora degluticdo ( )2.Roquiddo prolongada ( )3.Outros
Localizagao: ( )1. Palato ( )2. Labios ( )3.Uvula (
)4 Faringe

( )5.Laringe ( )6.Cordas Vocais ( )7.Gengiva

3.Outrasmucosas: ( )1.Sim ( )2.Nao ( )9.NSI
Qual(ais):

Protusdo abdominal: ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI

Hepatomegalia: ( )-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Caso Sim: cm RCD cm Apéndice Xiféide
Esplenomegailia: ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSi

Caso Sim: cm RCE




8- DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A. EXAMES IMUNOLOGICOS

74

IDRM SOROLOGIA: ANO(S)

Data Leitura |.F.I/Data Titulo ELISA/Data | N. Absorbancia
BIOPSIA: ( )1.Sim ( )2.Nao JO.NSI FOTO:( )1.8im ( )2.Ndo (
)9.NSI
Laudo Anexo: ( )Sim ( )2.N3o ( )9.NSi

9- TRATAMENTO
Terapéutica atual:

Droga Empregada:

Data Inicio:

Dosagem Diaria:

Data Término:

10- EFEITOS COLATERAIS

EFEITOS ADVERSOS

DIAS DE TRATAMENTO

ARTRALGIA

MIALGIA

DOR ABDOMINAL

ANOREXIA

NAUSEAS

vOMITOS

PALPITAGCOES

FEBRE

OUTROS




11- EVOLUCAO

Revisao em:

75

() conduta expectante () alta ambulatorial () novo tratamento com ampolas de Sb+5
Revisao em:
() conduta expectante () alta ambulatorial () novo tratamento com ampolas de Sb+5
Revisao em:
() conduta expectante () alta ambulatorial () novo tratamento com ampolas de Sb+5
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9.4 Anexo 4

TERMO DE CONSENTIMENTO

INVESTIGAGAO DOS MARCADORES CLINICOS E IMUNOLOGICOS NA

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR HUMANA

Eu, Sfui informado de

que este estudo é uma pesquisa € que seu objetivo € determinar a relagao entre
resposta Imune, os dados clinicos e a evolugdo da doenga. A participagcédo neste estudo
prevé a doagao de sangue, a realizagdo de testes cutaneos IDRM, e obtengao de
bidépsia de uma lesao.

1. O procedimento sera o seguinte: Doarei 20m! de sangue antes do inicio do
tratamento.

2. Os possiveis desconfortos e riscos inerentes a este procedimento sdo aqueles
relacionados a retirada de sangue venoso. Dor local e, mais raramente, infecgao
podem ocorrer. Este procedimento € médico de rotina e todos os cuidados
apropriados serao tomados.

3. Com limpeza da lesao e anestesia local sera realizada uma biépsia de 4mm de
uma das lesées com a finalidade diagndstica.

Os resultados serao discutidos comigo e considerados confidenciais. Os resultados
serdo divulgados na forma de comunicagdo cientifica, ndo permitindo a identificagao
individual dos participantes. Dr. Jackson Costa, Dra, Aldina Barral, ou Dra Andréia
Bomura discutiu comigo esta informagdo e colocou-se a disposi¢cdao para responder

minhas perguntas. Se eu tiver novas perguntas, eu poderei entrar em contato com o
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responsavel pelo estudo Dr. Luiz Fabiano Borges Oliveira, pelo telefone (xx71) 356-
8782 ramal 286.

Minha participacdao neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu sou livre para
recusar participar do estudo, ou me retirar em qualquer época apés seu inicio sem
afetar ou prejudicar o cuidado médico que devo receber. Recebi uma cépia deste
formulario e tive a oportunidade de Ié-lo. Pela presente consinto voluntariamente em
participar deste estudo, permitindo que o procedimento descrito acima sejam realizados

em minha pessoa.

Paciente assinatura N°.Registro Geral
Testemunha assinatura N°.Registro Geral
Médico assistente assinatura DATA

Se o (a) senhor (a) tiver qualquer divida sobre a participacio neste estudo pode contactar com Dra.-Aldina
Barral ou Dr.Jackson Costa pelo telefone (071) 356-:-8782 Ramal 259




9.5 Anexo 5

Chave

WONNNNNNNNNRNS 3 - e a
OCOBRNOANBEAOIN SOOI NDNDRWN2AOOXINOONHRWN

LOCAL
SEXO ADENOPATIA MONTENEGRO DA

LESAO
FEMININO NAO NAO MMII
FEMININO SIM SIM MMII
FEMININO SIM VARIOS
MASCULINO NAO SIM MMSS
MASCULINO SIM SIM MMII
FEMININO SIM NAO MMII
MASCULINO SIM SIM FACE
MASCULINO NAO SIM MMSS
MASCULINO SIM SIM TRONCO
MASCULINO NAO NAO MMSS
MASCULINO SIM MMSS
MASCULINO SIM MMII
MASCULINO NAO SIM MMII
FEMININO NAO SIM MMSS
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMl
MASCULINO SIM SIM FACE
FEMININO NAO NAO MMII
MASCULINO SIM MMII
MASCULINO SIM NAO MMII
FEMININO NAO SIM MMSS
FEMININO SIM SIM MMII
MASCULINO NAO SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM FACE
FEMININO SIM NAO MMII
FEMININO SIM NAO MMSS
MASCULINO SIM MMII
MASCULINO NAO SIM MMSS
MASCULINO NAO SIM MMSS

78



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

MASCULINO NAO SIM MMSS
MASCULINO NAO SIM TRONCO
FEMININO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
FEMININO SIM SIM MM
MASCULINO SIM SIM MM
FEMININO NAO SIM MMI
MASCULINO SIM NAO MMII
MASCULINO SIM SIM MMIl
MASCULINO SIM SIM MMl
MASCULINO SIM SIM MMl
MASCULINO SIM MMII
MASCULINO SIM NAO MMSS
MASCULINO NAO NAO MMSS
FEMININO SIM SIM MMSS
MASCULINO NAO SIM MMl
FEMININO NAO MMSS
MASCULINO SIM NAO VARIOS
FEMININO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO NAO SIM MMII
MASCULINO SIM NAO MMIi|
MASCULINO NAO SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO NAO SIM MMSS
FEMININO SIM SIM MMII
FEMININO NAO MMIi
MASCULINO NAO SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM NAO VARIOS
FEMININO NAO MMSS
MASCULINO SIM SIM FACE
FEMININO SIM SIM MMSS
MASCULINO SIM SIM MMII
FEMININO NAO MMII
FEMININO SIM SIM MMII
FEMININO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM SIM FACE
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM SIM MMII
MASCULINO SIM MMII
MASCULINO NAO SIM TRONCO
FEMININO SIM MMII
MASCULINO NAO NAO VARIOS
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76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Chave

OO NOOADWN -

-
o

MASCULINO NAO SIM MMIl
MASCULINO SIM MMl
FEMININO MMI]
MASCULINO SIM SIM MMSS
FEMININO NAO NAO MMI]
FEMININO NAO SIM MMl
MASCULINO NAO SIM MMSS
FEMININO NAO SIM MMl
MASCULINO SIM SIM MMl
MASCULINO NAO SIM MMl
FEMININO NAO SIM MMI|
FEMININO SIM SIM MMSS
MASCULINO SIM SIM MM
FEMININO SIM SIM MMIl
MASCULINO SIM SIM MMIl
MASGULINO SIM MMl
MASCULINO SIM VARIOS
MASCULINO SIM SIM MMII
FEMININO NAO SIM TRONCO
TEMPO |TAMANHO DA [TEMPO DE
IDADE | hecura|  LESAO LEsho | DOSE

16 30 120

9 60 1 30 25

76 60 3 300 26

25 90 2 60 80

17 75 3 15 80

87 90 5 28 80

15 30 1 60 4

34 60 3 60 24

22 45 60 60

59 90 2 20 80

80



11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

43 60 20 80
34 60 3 120 94
25 90 2 60 60
43 60 150 80
33 60 7 60 80
16 120 28 140
15 30 2 120 40
67 30 3 30 40
46 100 60 100
9 30 2 21 20
53 60 4 60 80
12 90 3 15 80
69 120 3 14 40
21 180 5 60 60
12 90 2 30 60
23 80 2 120 58
25 90 4 60 100
17 4 90 120
37 60 3 14 100
10 60 2 90 36
38 30 2 60 50
31 33 1 15 46
31 60 30 80
7 60 4 30 20
5 90 2 90 16
14 34 2 60 40
28 90 3 150 80
14 270 3 30 200
15 120 2 120 80
34 60 6 40 80
16 60 2 6 60
62 45 8 40 40
13 60 30 40
27 110 2 60 90
49 90 60 100
61 60 2 60 40
43 60 2 60 16
20 60 2 30 60
27 105 45 90
16 60 5 180 60
38 30 42 40
18 85 1 60 40
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53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

22 4 15 40
43 30 2 120 40
45 30 3 15 40
61 90 3 30 40
37 10 120 80
18 60 3 45 40
38 120 7 50 100
45 90 2 30 40
39 60 5 90 60
58 210 2 60 90
21 60 5 30 40
36 90 30 80
60 60 1 150 40
19 40 1 15 60
7 60 1 45 40
25 60 5 60 40
19 90 5 60 40
29 150 5 30 80
18 90 2 30 100
63 240 3 25 100
51 150 4 60 80
54 120 5 60 60
51 105 4 30 69
28 60 2 30 36
67 90 4 30 120
19 60 30 30
37 30 3 90 40
20 120 2 15 100
10 95 2 15 16
38 30 1 90 60
5 78 3 30 30
16 90 2 30 60
11 320 3 30 48
49 122 3 30 70
71 150 3 30 40
20 3 30 40
19 2 30 40
5 30 1 180 15
26 60 4 15 53
18 90 2 60 80
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Chave

s3laor0Nld0eNoa AN

WINDNNDNDNMNNNDNDDNDDN
COWOO N BEWN-O

IFN- TNF-
QUANTIDADE IFN- | TNF- IL-10
~ IL-10 GAMMA GAMMA
DE LESOES GAMMA | ALFA |5\ cmalPLASMA | o cia
ATE 4 0 574,41 | 11,79 0 0 0
1 0 20514 | 54 0 0 0
ATE 4 0 33934 | 751,7 0 0 0
1 0 366,1 0 0 0
1 0,332 | 1002,9 | 11 0 0 0
1 1,33 1434 0 0 0
1 2485 | 2762 |162,8 0 0 0
1 2,739 | 2752,9 | 186,9 0 0 0
1 5,286 1396 0 0 0
1 8,961 | 1551,5 | 58,38 0 0 0
1 9,435 | 943,92 | 60,1 0 0 0
1 18,9 | 2830 |355,3 0 0 0
1 1626,3 | 19,77 0 0 0
1 1918,7 | 1,692 0 0 0
1 995,3 0 0 0
1 0 0 0 0
ATE 4 0 8,526 0 0
1 0 4026 |89,09| 9,458 0 0
1 0 43387 | 11,2 | 18,526 0 0
ATE 4 1352 |109,8 | 60,032 0 0
1 9,87 | 2734,8 | 892 | 65,052 0 0
1 0 1698,2 | 74,44 | 108,192 0 147,368
1 126,4 | 2944 4 0 2,476 0
1 1256,8 | 251,7 0 2,476 0
1 0 587,82 | 23,06 | 82,866 | 2,476 | 130,432
1 7,692 | 2462,8 {859,9 | 184,082 | 8,294 | 79,552
1 0 383,99 | 81,73 0 10,904 0
ATE 4 2,746 62,76 | 24,358 | 10,904 | 175,576
1 27,4 | 2562,2 | 6436 | 11,248 | 13,41 0
1 7.82 | 1426,5 | 141,3 0 15,836 0
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

1 0 3413 | 27,132 | 15,836 0

1 2,953 | 853,24 | 44,15 0 18,202 | 338,98
1 3,677 | 2125 | 4838 0 20,516 0

1 1690,1 | 231,2 0 22,786 | 73,89
1 0 1649,3 | 114,9 0 25,018 0

1 37,26 | 2779,6 | 165,9 0 25,018 0

ATE 4 0 0 0 174,73 | 25,018 | 62,558
1 0,688 185,8 0 27,218 0

1 0 25293 | 1752 | 1,844 | 29,388 0

ATE 4 1,111 | 2873,8 | 483,1 0 31,534 0

1 0,816 | 2120,4 | 107,3 0 33,654 0

1 0 1752,5 0 18,526 | 43,97 0

1 1,546 | 1697,9 | 47,01 0 69,276 0

1 21,11 | 3463,8 | 519,6 | 104,12 | 71,16 | 260,122
ATE 4 8,087 | 3475 |578,7 0 82,322 | 937,058
1 0 2056 |3,787 | 149,12 | 104,068 | 575,604
ATE 4 0,165 10,22 0 140,882 0

1 0 504,5 0 67,258 | 161,444 0

1 0,478 0 7,331 | 48,522 | 663,826 | 22,772
1 0,415 | 21431 [ 135,2 0 933,714 | 479,796
1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 1314,2

1 0 1428,3

ATE 4 0 1656,5 | 936,7

1 0 1977,1 | 11,55

1 0 2475,3

ATE 4 0 2512,6

ATE 4 0 2593 | 2325

1 10,43 | 2866,3 | 1847

ATE 4 16,04 | 2766,9

ATE 4 21 395,7

1 980,19

1 1356 0

ATE 4

1

1

1

1

ATE 4

ATE 4
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
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