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Resumo

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a forma clinica mais prevalente da
leishmaniose tegumentar (LT) no Brasil. A resolucéo da doenca depende do equilibrio
do sistema imunolégico do hospedeiro, que aliado ao tratamento, aumentam as
chances de cura. O tratamento no Brasil € realizado predominantemente com
Glucantime® que pode ser administrado por duas vias: endovenosa e intralesional.
N&o hé trabalhos acerca do perfil de resposta imune apresentado pelos pacientes que
apresentam perfil clinico compativel para realizar tratamento intralesional. Nesse
sentido, o estudo propds avaliar o perfil de mediadores imunoldgicos do sangue
periférico e exsudato inflamatorio da lesdo de pacientes com LCL antes do inicio do
tratamento com Glucantime® intralesional que tiveram desfecho de cura clinica. Para
iSs0, 0s niveis de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento foram quantificados
utilizando o kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 27 em amostras de sangue periférico e
do exsudato inflamatério de individuos sem lesdo cutanea (SL), pacientes com lesdes
cutaneas de origem ndo leishmaniética (NL) e casos confirmados de LCL submetidos
ao tratamento endovenoso (LC-EV) ou intralesional (LC-IL). No grupo NL a presenca
de alto produtores de fatores de crescimento circulantes é observada. Por outro lado,
0 grupo LC-EV apresentou perfil de lesao ligeiramente modulada, com producéo de
CCL4, IL-1Ra IL-9 e IL-10, enquanto o grupo LC-IL foi mais inflamatério, com alta
producdo de CXCL10, IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y e baixa de IL-10. Pela analise do
diagrama de Venn, foi possivel observar o compartilhamento de 9 biomarcadores
sistémicos e 23 do microambiente da lesao entre LC-EV e LC-IL. No entanto, no grupo
LC-EV houve intensa correlacdo apenas entre os biomarcadores circulantes, havendo
perda de conexfes quando avaliados no exsudato inflamatério e o oposto foi
observado no grupo LC-IL. Os resultados mostram que 0s pacientes que atendem aos
critérios para terapia intralesional apresentam perfil imunolégico diferenciado que
pode ser favoravel ao controle do parasito e resposta ao tratamento. Referente ao
tempo de les@o, foram verificados menores niveis de CXCL8, CCL3, TNF, IFN-y e GM-
CSF em pacientes do grupo LC-IL com lesdes recentes. Na assinatura observou-se a
presenca de alto produtores de citocinas moduladoras. Ja na analise do diagrama de
Venn, 5 e 17 biomarcadores foram exclusivos em lesdes recentes e tardias,
respectivamente. No entanto, maior nimero de conexdes fortes foram observadas em
pacientes com lesdes recentes. O estudo de medidores imunoldgicos pode ser uma
ferramenta importante para protocolos de recomendacédo da terapia intralesional que
além de reduzir custos para o tratamento, possui baixa toxicidade.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea localizada; terapia intralesional; Glucantime®;
perfil imunolégico.



Abstract

Localized cutaneous leishmaniasis (LCL) is the most prevalent clinical form of
cutaneous leishmaniasis (TL) in Brazil. The resolution of the disease depends on the
equilibrium of the host's immune system, which, combined with treatment, increases
the chances of being healed. Treatment in Brazil is predominantly performed with
Glucantime®, that can be administered in two different ways: intravenous and
intralesional ones. There hasn’t been previous studies between the immune response
profile presented by patients who present a compatible clinical profile to undergo
intralesional treatment.Based on that, this study has proposed to evaluate the
immunological mediators’ of peripheral blood and lesion exudate of patients with LCL
before starting treatment with intralesional Glucantime® who had a clinical cure
outcome. This way, the levels of chemokines, cytokines and growth factors were
quantified using the Bio-Plex Pro Human Cytokine 27 kit in peripheral’s samples blood
and inflammatory exudate from individuals without any skin lesions (WL), patients with
skin lesions of non-leishmaniasis (NL) and confirmed cases of CL submitted to
intravenous (CL-1V) or intralesional (CL-IL) treatment. In NL group the presence of high
producers of circulating growth factors is observed. On the other hand, the CL-EV
group shows a slightly modulated lesion profile, with production of CCL4, IL-1Ra IL-9
and IL-10, while the CL-IL group was more inflammatory, with high production of
CXCL10, IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y and low production of IL-10. In the Venn
diagram analysis, 9 systemic biomarker’s and 23 sites were shared between CL-IV
and CL-IL. However, in the CL-IV group there was an intense correlation only between
the circulating biomarker’s, with loss of connections when evaluated in the
inflammatory exudate and the opposite was observed in the LC-IL group. The results
reveal that patients who meet the criteria for intralesional therapy have a unique
immunological profile that may be favorable in combating the parasite and responding
to treatment. Regarding the time of lesion, it was found lower levels of CXCL8, CCL3,
TNF, IFN-y and GM-CSF in patients from CL-IL group with recent lesions. In the
signature, was observed the presence of high producers of modulating cytokines. In
the Venn diagram analysis, 5 and 17 biomarkers are unique in recent and late lesions,
respectively. However, a higher number of strong correlations was observed in patients
with recent lesions. The study of immune system’s indicators could be an important
tool for recommending protocols for intralesional therapy which, in addition to reducing
treatment costs, has low toxicity.

Keywords: localized cutaneous leishmaniasis; intralesional therapy; Glucantime®;
immunological profile.
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1. Introducao

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca zoonética, ndo contagiosa, causada por protozoarios
intracelulares  obrigatérios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS, 1903). A ocorréncia da doencga esta
relacionada a areas de pobreza e escassez de recursos humanos e econémicos para
seu controle, sendo considerada uma doenca tropical negligenciada (DTN). A
leishmaniose recebe duas classificacdes clinicas basicas: leishmaniose visceral (LV)
e leishmaniose tegumentar (LT) (VASCONCELOS, et. al., 2018; ALVES, et. al., 2018).
Por sua vez, a LT, de acordo com Marzochi & Marzochi (1994A), é classificada
conforme a resposta do hospedeiro, a partir do local da picada do vetor, a localizacéo
das lesGes e a evolucdo clinica em: leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose

mucosa (LM).

Estima-se que cerca de 0,7 a 1,2 milhdes de individuos sdo acometidos pela LT
anualmente em todo o mundo. Em 2020, 59 paises (66%) foram considerados
endémicos para LT (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Segundo dados publicados pela
World Health Organization/Organizacdo Mundial de Saude (WHO/OMS) (2019), 84%
do total de casos de LT foram relatados no Brasil (16.432), Colémbia (6.362), Peru
(6.321), Nicaragua (3.722), Bolivia (3.127) e Venezuela (2.612). A LT é responsavel
por cerca de 90% dos casos de leishmaniose no Brasil e as principais espécies
envolvidas s&o Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2019, 2020;
ALVES, 2014).

A L. (V.) braziliensis € a principal espécie envolvida nos casos de lesdes cutaneas e
mucosas no Brasil. Foi a primeira espécie de Leishmania descrita e atribuida como
agente etioldgico da LT (VIANNA; 1911; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Essa
espécie tem ampla distribuicdo desde a América Central até o norte da Argentina. No
Brasil, o parasito ja foi isolado em roedores silvestres, felideos, marmota, canideos e
equideos, entretanto ainda ndo é bem descrito o papel desses animais no ciclo de
transmissdo (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994B; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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1.2 Formas clinicas da leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutanea apresenta-se em 3 formas clinicas principais: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea disseminada (LD) e leishmaniose
cutanea difusa (LCD) (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994B). Essas diferentes formas
clinicas da LC refletem a complexa interacdo parasito-hospedeiro, onde a resposta
imune do hospedeiro e a viruléncia da espécie de Leishmania infectante, destacam-
se como fatores de maior atencdo (MAGALHAES et al, 1986; WEIGLE et al, 1996;
REITHINGER; DUJARDIN, 2007; ALVES, et. al.; 2018).

A forma cuténea localizada é a forma mais prevalente, e no Brasil, essa apresentacéo
clinica é atribuida principalmente a espécie L. (V) braziliensis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; GOTO; LINDOSO, 2012). A LCL é caracterizada pela formac&o de um
nodulo papuloso eritematoso permanecendo de duas semanas até trés meses,
constituido por um infiltrado dérmico rico em macrofagos, linfécitos e plasmacitos
localizado na derme papilar. Com a evolucao da infec¢éo, ocorre a formacao da Ulcera,
na maioria das vezes bem caracteristica, redonda ou ovalada, com bordas bem
delimitadas e elevadas, base endurecida e fundo limpo, normalmente indolor ou pouco
dolorosa, que aparece no local da picada do flebotomineo (MINISTERIO DA SAUDE,
2017; GOTO; LINDOSO, 2012). A LCL tem tendéncia a cura espontanea em alguns
meses ou mesmo anos e apresenta boa resposta ao tratamento (GOTO; LINDOSO,
2012).

A forma disseminada é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesbes que
acometem diversas regides do corpo, com maior frequéncia no tronco e na face
(TURETZ, et. al., 2002). A LD é observada em até 2% dos casos de leishmaniose
cutanea, sendo predominante no sexo masculino (TURETZ, et. al., 2002;
KRUSCHEWSKY; FALQUETO; PECANHA, 2021). A provavel hipétese para o
surgimento de diversas lesbes é a disseminacdo do parasito via hematogénica ou
linfatica, podendo ocorrer comprometimento mucoso em até 30% dos casos. Com isso,
podem ocorrer manifestacdes sistémicas como febre, mal-estar geral, dores
musculares, emagrecimento, anorexia, entre outros sinais e sintomas. As lesdes
podem ter caracteristicas tipicas de ulceras presentes na LCL, com o fundo granuloso
e bordas elevadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017, GOTO; LINDOSO, 2012,
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MENDES, 2013). No entanto, sdo frequentes entre os pacientes com LD lesbes
acneiformes, nodulares ou papulares que aparecem rapidamente em grande
quantidade, diferentemente dos pacientes com LC com multiplas lesdes, em que as
lesbes aparecem em diferentes fases da doenca. (TURETZ, et. al., 2002). No Brasil,
a LD é atribuida a espécie L. (V) braziliensis. (MINISTERIO DA SAUDE, 2017, GOTO;
LINDOSO, 2012, MENDES, 2013; KRUSCHEWSKY; FALQUETO; PECANHA, 2021).

A LCD constitui uma forma clinica rara e de maior gravidade. O paciente pode
apresentar deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de
Leishmania, sendo no Brasil causada principalmente pela L. (L.) amazonensis. O
desenvolvimento da doencga ocorre de forma lenta com a formacédo de placas e
multiplas nodulagbes ndo ulceradas (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994B, MENDES,
2013, MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Além das trés principais formas clinicas da LC, podem ocorrer casos de recidiva cutis
e manifestacdes clinicas atipicas. Na forma recidiva cutis ocorre reativacao da lesdo
nas bordas apds a cicatrizacdo, mantendo-se o fundo com aspecto cicatricial. A
resposta a terapia ndo costuma ser téo eficaz quanto da leséo primaria (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017; GOTO; LINDOSO, 2012). Nas formas atipicas, os pacientes podem
exibir lesdes vegetantes verrucosas com a superficie seca e aspera, com presenca
de crostas e descamacéo; vegetativas possuindo aspecto papilomatoso, imido e de
consisténcia mole e outros aspectos, mais raros. Essas lesfes podem ser primarias
ou evoluirem a partir de Ulceras. O surgimento de lesdes atipicas pode estar
relacionado com cepas variantes de L. (V.) braziliensis. Quaresma e colaboradores
(2018) demonstraram alteracdes inter e intraespecificas no subgénero Viannia,
contudo, ainda € desconhecida a interagdo entre as espécies variantes e o hospedeiro

vertebrado.

1.3 Aspectos imunopatoldogicos e biomarcadores associados a leishmaniose

cutanea

A forma infectante do género Leishmania € a promastigota metaciclica. A inoculacéo
dessas formas no hospedeiro vertebrado acontece durante o repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineo infectadas (CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2018). O
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microambiente extracelular é desfavoravel a sobrevivéncia do parasito. Dessa forma,
as promastigotas sao fagocitadas, transformam-se em amastigotas que apresentam
maior resisténcia e desencadeiam menor resposta oxidativa da célula hospedeira
(ALVES, 2014, MEIRA; GEDAMU, 2019), sendo os histiocitos e neutrdéfilos infiltrados

as primeiras células a interagir com o parasito.

A interacdo Leishmania-neutréfilo é fundamental para o estabelecimento da infeccéo
no hospedeiro. No interior dos neutrofilos, o parasito ndo é capaz de se multiplicar,
sugerindo que os neutrofilos sejam um abrigo temporario para o parasito no momento
inicial da infeccao (ALVES, 2014). Os neutrofilos podem fagocitar, liberar enzimas e
proteinas e formar NETs (neutrophil extracellular traps) como mecanismos de defesa
(CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2018). O rapido recrutamento dessas células para
o local da lesdo pode ser devido a fatores do hospedeiro e componentes
imunomoduladores da saliva do vetor (CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2018), que
contém endonuclease, e, dessa maneira, pode digerir as NETs formadas por
neutréfilos favorecendo a disseminacéo local de promastigotas (MEIRA; GEDAMU,
2019).

Na LC causada por L. braziliensis, os neutrofilos infectados apresentam perfil
inflamatorio, produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e secretam altos niveis
de quimiocinas e citocinas como: CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL3, CCL4, IL-12 e IFN-
v que atuam no recrutamento de macréfagos e linfécitos T pré-inflamatérios para o
local da lesdo (CONCEICAO, et. al., 2016; CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA,;
MORGADO, 2018). Por outro lado, os macréfagos podem fagocitar neutréfilos
apoptoticos que abrigam parasitos viaveis (“Cavalos de Tréia”), condicdo que permite
a entrada silenciosa do parasito, sem ativacao do fagocito (MEIRA; GEDAMU, 2019;
REGLI, et. al., 2017). Esse processo induz a producdo e secrecao de citocinas
moduladoras, como TGF-p e IL-10 pelos macrofagos, que favorecem o
estabelecimento da infeccdo (VANZANDBERGEN, et. al., 2004; JAMEEL; AL-QADHI,
2020). Os parasitos presentes no fagolisossomo dos macréfagos sao resistentes e se
multiplicam mesmo em ambiente hostil. Na tentativa de eliminacao do parasito, ocorre
ativacdo de mecanismos oxidativos, com producéo de radicais hidroxila, superoxido,
peroxido de hidrogénio e oOxido nitrico (NO) que interagem com a membrana
fosfolipidica do patdégeno levando a morte (ALVES, 2014; REIS; et. al., 2006). No
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entanto, a producéo exagerada de NO pode contribuir para o dano tecidual, observado
principalmente na LM (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2020). A
capacidade do parasito resistir ao NO produzido por macréfagos depende da espécie
de Leishmania envolvida. Tem sido descrito que L. braziliensis apresenta maior indice
de infeccdo e menor capacidade de induzir producdo de NO in vitro quando
comparada a infeccdo por outras espécies do subgénero Viannia (CONCEICAO-
SILVA; MORGADO, 2018).

A formacdo da ulcera é resultado da exacerbada ativacdo do sistema imunoldgico e
recrutamento de neutrofilos, células NK (natural killer) e principalmente monécitos e
linfécitos TCD8* e TCD4*. A ativacdo dessas células induz uma resposta inflamatéria
cronica que contribui para necrose do tecido (MONTOYA, et. al., 2018). As células
TCD8* sdo benéficas contra infeccdo por Leishmania ao estimular producao de IFN-
v. Entretanto, podem ser prejudiciais pela atividade citotéxica (CONCEICAO-SILVA;
LEITE-SILVA; MORGADO, 2018; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2020).

Nesse sentido, o equilibrio entre as respostas do tipo 1 e tipo 2 € determinante para o
desenvolvimento da doenca, podendo evoluir para formas mais graves ou
autolimitadas (CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA; MORGADO, 2018). A resposta do
tipo 2 presente no momento inicial da infeccéo, é responsavel pelo estabelecimento
da doenca, caracterizada pela producédo de IL-4, IL-10 (JAMEEL; AL-QADHI, 2020)
IL-13, TGF-B e regulagdo negativa de iINOS que favorece a proliferacéo intracelular
dos parasitos (COUTINHO, et al, 1998; BRELAZ, et. al., 2012A; BRELAZ, et. al.,
2012B; MEIRA; GEDAMU, 2019; CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA; MORGADO,
2018).

Pirmez e colaboradores (1993) sugerem que o curso clinico da infeccdo por L.
braziliensis no homem estaria associado ao padréo local da producéo de citocinas.
Assim, se apo0s o estabelecimento da infec¢éo for observado predominio de citocinas
do tipo 1, como TNF e IL-12, produzidas por macréfagos e, consequentemente,
diferenciacdo de células Thl e producdo de IFN-y, poderd haver controle do
parasitismo e resolucédo da infeccdo (MENDES, 2013; PIRES, et. al., 2012; JAMEEL,
AL-QADHI, 2020)
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Por outro lado, a presenca de citocinas do tipo 1 e 2 com predominio de IL-4 e IL-10
com o tempo de evolugdo das lesbes, pode estar associado a formas graves da
doenca (SCHRIEFER, et. al., 2008; CASTELLANO, et. al., 2009). Estudos que
mostram reducao de IL-10 e IL-4 apos a cura clinica de lesdes de LCL, reforcam a
hipétese de que essas citocinas estdo envolvidas na proliferacdo do parasito e
exacerbacéo da doenca (SCHRIEFER; et. al., 2008; CASTELLANO, et. al., 2009). No
entanto, é importante ressaltar que a resposta tipo 1 exacerbada tem sido associada
a maior dano tecidual, como observado na LM (PIRES, et. al., 2012; BRELAZ, et. al.,
2012A; BRELAZ, et. al., 2012B; ALVES, et. al., 2018; BAHRAMI; HARANDI; RAFATI,
2018; HIPPOLITO, 2019). Esses dados deixam clara a necessidade do equilibrio entre
as respostas do tipo 1 e tipo 2. Estudos que avaliam a expresséo génica de citocinas
e quimiocinas em bidpsias de lesGes cutaneas tém mostrado maior expressao de 1L10,
IL4, TNF, IFN-y, IL12, CCL2, CCL3, CCL5 e CXCL10 em lesGes recentes do que em
lesGes tardias, sugerindo a associacdo desses biomarcadores com a evolucdo da
leséo e resolucdo da doenca (COSTA-SILVA, et. al., 2014).

Em lesBes com mais de 6 meses de evolucdo ocorre diminuicdo gradual das células
TCD8* e aumento de células TCD4* que estéa relacionado ao inicio da cicatrizagdo.
Ocorre também acumulo de células Treg, produtoras de IL-10 e TGF-, e a presenca
de células Thl7, que contribuem para o equilibrio do microambiente inflamatorio,
modulando a imunidade adaptativa (CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA; MORGADO,
2018; MEIRA; GEDAMU, 2019; BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018).

A cicatrizacao de feridas é um processo complexo que envolve o processo inflamatorio,
a formacao de tecido de granulacdo e remodelagem tecidual (BARRIENTOS, et. al.,
2008; KIWANUKA, JUNKER, ERIKSSON, 2012). Apos o dano tecidual, o processo de
reepitelizacao € iniciado com a liberacdo de fator crescimento fibroblastos (FGF) que
estimula a proliferacdo de células endoteliais. Com isso, ocorre a produgdo de um
novo colageno, e o coldgeno antigo € destruido por estimulo de fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF). O resultado desse processo é a cicatriz
(BARRIENTOS, et .al, 2008).

Acredita-se que diferentes fatores de crescimento tenham papéis na cicatrizacdo de
feridas, incluindo migracdo e proliferagdo de queratindcitos e fibroblastos. fator
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estimulador de colénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) é um dos
marcadores mais estudados, estando relacionado com ativacdo de neutréfilos e
mondcitos/macrofagos migracdo de células epiteliais, proliferagdo de queratindcitos,
na modulacéo do fendtipo de fibroblastos e aumento dos niveis de VEGF (CRUCIANI,
2005; KIWANUKA, JUNKER, ERIKSSON; 2012).

Em um estudo duplo-cego realizado com administragéo intralesional de GM-CSF em
Ulceras venosas crbnicas foi descrita melhora significativa da taxa de cura em
aproximadamente 60% dos casos em um més (COSTA, et. al., 1999). Também foi
demonstrado que a administracdo de estibogluconato de sédio juntamente com GM-
CSF aumentou a taxa de cura e reduziu o tempo de cicatrizagéo em infecgdes por L.
braziliensis e L. guyanensis (ALMEIDA, et. al., 1999; SANTOS, et. al., 2004). Outros
estudos clinicos avaliaram o uso de um ou varios fatores de crescimento, como PDGF,
EGF e FGF para o tratamento de Ulceras crénicas, apresentando bons resultados
quando utilizados individualmente, mas com melhores resultados quando utilizados
em combinagdo (ROBSON, 1991; MAST, SCHULTZ, 1996). O FGF, por exemplo,
pode estimular a proliferacdo e migracdo de queratindcitos e aumentar a transcricao
de fatores envolvidos na producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ajudando
a reduzir o processo de apoptose (RAJA, et. al., 2007; BARRIENTOS, et. al., 2008).

1.4 Diagnéstico da leishmaniose cutanea

O diagnéstico inicial da LC é baseado em aspectos clinicos e epidemiolégicos, no
entanto, necessitam de confirmagdo com testes laboratoriais (ARONSON; JOYA,
2019). Sao descritos diversos metodos para diagnéstico, com resultados diferentes
de preciséo, sensibilidade e especificidade. Entretanto, a sele¢cdo para o diagndéstico
muitas vezes é dependente da infraestrutura e de recursos disponiveis (VRIES;
REEDIJK; SCHALLIG, 2015). O diagnostico clinico-epidemioldgico é feito durante a
avaliacdo meédica, levando em consideracao informacdes epidemioldgicas, tais como
existéncia de casos na regido, viagens para areas endémicas, referéncia de roedores
ou outros mamiferos em areas proximas, insercdo em areas florestais, além de
aspectos clinicos, como presenca de lesdo sugestiva (ALVES, 2014; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).
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Para o diagnaostico laboratorial, o teste de primeira escolha € o exame direto por meio
da visualizacéo de formas amastigotas do parasito, redondas ou ovais, apresentando
nucleo e cinetoplasto bem definidos (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015; HANDLER,
et. al; 2015), em lamina confeccionada por meio de esfregaco de bidpsia (imprint) ou
escarificacdo da borda da leséo, corada por Giemsa. Essas séo técnicas de rapida
execucao e baixo custo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O uso da escarificacdo da
borda da lesé@o dispensa a necessidade de profissional médico para realizacdo da
coleta do material (bidpsia), € importante nos casos em que é necessario um minimo
de manipulacéo e facilita a coleta de grande nimero de amostras em um curto espaco

de tempo em condi¢cdes de campo (GARCIA, et. al., 2007).

A analise histopatolégica € muito importante para o diagnostico diferencial, sendo
realizada por meio de cortes histolégicos dos fragmentos de biopsia corados por
Hematoxilina-Eosina (HE). Para diagndstico de LC, a técnica possui sensibilidade de
30 a 70%, dependendo do padrao e tempo de lesdo (COSTA-SILVA, et. al., 2014;
ALVES, 2014).

Outra possibilidade de exame parasitoldgico € a inoculacdo do fragmento de biopsias
em meio de cultura Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e Liver Infusion Triptose (LIT) para
isolamento dos parasitos. A sensibilidade da cultura tende a ser variavel, por se tratar
de uma técnica propensa a contaminacao, € demorada e requer vasta experiéncia
técnica (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O cultivo de aspirado de lesdo cutanea
constitui uma metodologia alternativa a cultura de fragmento de biopsia (LUZ, et. al.,
2009). E feita por meio da aspiracéo de tecido da borda elevada da tlcera com auxilio
de sistema de coleta de sangue (Vacutainer®). O crescimento de Leishmania é
evidenciado em meio de cultura, apresentando menor risco de contaminacdes
(HANDLER, et. al., 2015). Na LC a frequéncia em gue 0s parasitos sdo encontrados
é de 63,4% dos casos, sendo que quanto maior o tempo de evolugdo da doenca,
menor a frequéncia de parasitos (MAGALHAES, 1986).

Os testes imunoldgicos baseados em pesquisa de anticorpos circulantes como a
reacdo de imunofluorescéncia indireta, o Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatico
(ELISA), western blot, ensaio de fluxo lateral e teste de aglutinacdo direta ndo séo

usuais para o diagnostico da LC, pois o numero de anticorpos circulantes tende a ser
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baixo. Os ensaios imunoldgicos possuem baixa sensibilidade e especificidade variavel,
uma vez que pode ocorrer reacdo cruzada em areas onde ha presenca de
Trypanosoma cruzi, por exemplo, e outras espécies de parasitos da familia
Trypanosomatidae (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG,
2015).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) € um diagnostico imunolégico de
hipersensibilidade tardia que avalia a resposta imune celular por meio de enduracao
da pele 48 a 72 horas apds a inoculacao de antigeno (BRAZ, 2019; GOTO; LINDOSO,
2012). A técnica possui boa sensibilidade e especificidade, sendo suficiente para
confirmagédo diagndstica, caso o paciente ndo tenha tido leishmaniose anteriormente
(MONTENEGRO, 1926). O resultado do teste € influenciado pelo estado imunoldgico
do individuo, tempo de evolucdo da lesdo, espécie de Leishmania infectante e pelo
antigeno empregado (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Em populacfes de areas
endémicas, a positividade varia entre 20% a 30% em individuos que ndo apresentam
lesdo. ApGs a cura clinica, a IDRM pode permanecer positiva durante anos, limitando-
se para diagnosticar casos de reativacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Contudo,
a IDRM nao € mais usual pois a producdo do antigeno pelo Centro de Producéo e
Pesquisa de Imunobiologicos (CPPI) do Parana foi suspensa em 2017 por uma

demanda de infraestrutura da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Outra abordagem diagnostica empregada € a molecular. O diagnéstico é feito por
meio da amplificacdo do DNA do parasito presente em amostras de biopsia utilizando
a reacéo em cadeia da polimerase (PCR) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). APCR é
um método molecular amplamente utilizado para fins de pesquisa no diagnéstico da
leishmaniose por apresentar alta sensibilidade ao utilizar alvos género-especificos ou
espécie-especificos, facilitando o diagndstico em casos de baixo parasitismo, o que
representa grande vantagem em relacdo a microscopia ou cultivo do parasito
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Entretanto, ndo € amplamente usada na rotina
laboratorial devido ao custo elevado em comparacao aos métodos parasitologicos de
diagndstico e a necessidade de infraestrutura laboratorial especializada (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017; RAMALHO, 2018; ALVES, 2014). Diversos alvos moleculares tém

sido usados nesses ensaios desde amplificacdo das sequéncias do DNA ribossomal
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até sequéncias do cinetoplasto, além disso, outras variedades de PCR estédo
disponiveis para diagnostico da LC (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

A PCR quantitativa em Tempo Real (RT-gPCR) emprega marcadores fluorescentes
como o corante SYBR-green ou hibridizacdo com sondas fluorescentes (TaqMan)
para monitoramento continuo da amplificacédo, ou seja, do produto de PCR formado
por meio da reacdo. A técnica possui uma elevada especificidade, com curto tempo
de execucdo e possui menor risco de contaminacdo (WORTMANN, et. al., 2005;
VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Dentre as vantagens do emprego de técnicas
moleculares destacam-se 0os métodos de coletas n&o invasivos com uso de swab,
além de serem eficientes em lesdes antigas em que o himero de parasitos € reduzido
devido a sua elevada sensibilidade. No entanto € mais usual na pesquisa (ADAMS, et.
al., 2014; AKHOUNDI, et. al., 2017).

1.5 Tratamento da LT

O tratamento mais usado para LT emprega um derivado do antimonial pentavalente,
sendo o antimoniato de meglumina (N-metil Glucamina), conhecido comercialmente
como Glucantime® usado no Brasil. O Glucantime® pode ser usado para o tratamento
de todas as formas clinicas da LT. A forma localizada, normalmente, apresenta boa
resposta ao tratamento, cuja taxa de cura esta entre 71,3 € 91,4% (TUON, et. al., 2008;
PEREZ-FRANCO, et. al.,, 2016; ALVES, et. al.,, 2018), j4 a forma disseminada
apresenta resposta variavel, sendo que a maioria dos pacientes necessitam de
tratamento com doses adicionais para alcancar a cura clinica devido a taxa de recidiva.
No entanto, na forma difusa, os pacientes geralmente ndo apresentam boa resposta
ao tratamento, sendo atribuida melhores respostas com isetionato de pentamidina, e
na forma mucosa o tratamento pode ser prolongado por apresentar resposta lenta
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Além do Glucantime®, o Sistema Unico de Salde (SUS) dispde de mais trés
alternativas para tratamento da LT. Desoxicolato de Anfotericina B, Anfotericina B
Lipossomal e recentemente implantada a miltefosina. O Desoxicolato de Anfotericina
B é indicado para as formas clinicas cutdnea e mucosa para 0s casos em que houve

insucesso com o uso do Glucantime®. J& a anfotericina B Lipossomal pode ser


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Vries+HJ&cauthor_id=25687688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Reedijk+SH&cauthor_id=25687688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schallig+HD&cauthor_id=25687688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Vries+HJ&cauthor_id=25687688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Reedijk+SH&cauthor_id=25687688
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schallig+HD&cauthor_id=25687688
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administrada em pacientes que apresentam comorbidades que impecam o uso do
Glucantime® (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A miltefosina foi inicialmente desenvolvida e usada para o tratamento de céancer,
entretanto estudos demonstraram efetividade em algumas espécies de Leishmania
(MACHADO-PAULO; PENNA-GERSON, 2021). Estudos demonstram que a
miltefosina apresenta taxas de cura semelhantes em comparacao ao Antimoniato de
Meglumina, com menor taxa de eventos adversos (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
Considerando esses resultados, em 2021 o Ministério da Saude emitiu uma nota
informativa com orientacdes sobre a miltefosina, nome comercial Miltex® e Impavido®,
como primeira linha para o tratamento da LT no SUS. Este tratamento foi
disponibilizado a partir de marco de 2021 para uso oral, sendo o protocolo de
tratamento realizado em duas etapas de 14 dias cada (MINISTERIO DA SAUDE,
2020).

1.6 Tratamento da LT com Antimoniato de meglumina (Glucantime®)

O Glucantime® é a droga de primeira escolha para o tratamento da LT no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Os mecanismos de a¢ido dos antimoniais ndo s&o
totalmente compreendidos (VARGAS, et. al., 2019). E descrito que os antimoniais
pentavalentes tém acéo leishmanicida interferindo na B-oxidagéo de acidos graxos e
glicélise das Leishmanias, levando a diminuicdo dos niveis de ATP intracelular. Na
forma amastigota de Leishmania sdo encontradas metaloproteases zinco dependente
essenciais para a sobrevivéncia do parasito. O antiménio pode substituir o zinco,
levando a reducéo e controle do parasitismo (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB,
2004, RATH, et. al., 2003). No entanto, ainda ndo € bem descrito como essa droga
inibe a oxidacdo de acidos graxos (VARGAS, et. al., 2019).

O antimonial pentavalente € considerado uma pro-droga que quando administrado &
convertido a antiménio trivalente Sb (", forma mais ativa da droga (SINGH, et. al.,
2006). No Brasil o Glucantime® é comercializado em frascos de 5ml que possui 1,59
do antimoniato bruto, correspondendo a 405mg do antimonial pentavalente (Sb*°)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A administracéo pode ser feita via intramuscular ou

endovenosa em dose de 20mg/kg/dia durante 20 dias consecutivos. O uso do


https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)72801-2/fulltext
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)72801-2/fulltext
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)72801-2/fulltext
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Glucantime® néo deve ultrapassar noventa dias e o paciente deve ser monitorado até
doze meses apos o tratamento. A eficacia terapéutica pode ser verificada entre 3 e 6
meses apos o inicio do tratamento. Caso a lesdo ndo tenha cicatrizado neste periodo,
o tratamento pode ser prolongado por mais um més (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

E considerado critério para cura apenas os aspectos clinicos, uma vez que ndo é
observada a cura parasitolégica (ALVES, et. al.,, 2018; SILVA, et. al.,, 2019,
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Durante o processo
de cura é observado o desaparecimento de crostas, descamacéo da leséo, reducéo
da infiltracdo e desaparecimento do eritema, caracterizando o processo de
cicatrizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Em casos de pacientes que ndo respondem ao tratamento convencional ou em que o
Glucantime® for contraindicado, s&o utilizadas drogas de segunda escolha, como
Anfotericina B lipossomal ou Pentamidina. Considerando a toxicidade cardiaca,
hepatica e renal, o tratamento com Glucantime® é contraindicado para pacientes com
idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias,
hipersensibilidade ao composto e em gravidas, pois ha evidéncias de que o
antimoniato pode atravessar a barreira transplacentaria (MINISTERIO DA SAUDE,
2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em 2010 a WHO recomendou o tratamento topico como alternativa nas Américas
(Novo Mundo) e em 2013 a Pan American Health Organization Expert Committee on
Leishmaniasis implementou o tratamento intralesional (ALVES, 2014; SILVA, et. al.,
2016). A vantagem da terapia intralesional comparada a sistémica, n&do esta
relacionada somente a efeitos locais, mas ao uso de doses baixas de antimdnio, que
em consequéncia, resulta em menor toxicidade sistémica (SILVA, et. al., 2016). A
eficacia descrita do tratamento intralesional varia no Velho Mundo com 75,1% e no
Novo Mundo com 76,9%, taxas de cura semelhantes ao descrito para tratamento
sistémico (BRITO; RABELLO; COTA, 2017).

Estudos recentes também demonstram a eficacia e seguranca do emprego da terapia
intralesional. O trabalho de Silva e colaboradores (2016) evidencia que o tratamento

intralesional é promissor. Foram eleitos para realizar o tratamento intralesional
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pacientes que apresentavam uma ou mais contraindicacbes para o tratamento
sistémico, pacientes que tiveram cura parcial ao tratamento sistémico, pacientes que
tiveram reacOes graves ao tratamento sistémico e pacientes que optaram pelo
tratamento intralesional. A taxa de cura apos seis meses foi de 77,7%, ou seja, do
total de 27 pacientes incluidos no estudo, 21 foram curados com a terapia intralesional

de Glucantime®.

Em estudos que avaliaram o perfil de seguranca da terapia intralesional, observou-se
gue os efeitos adversos sdo predominantemente de intensidade leve a moderada no
local da infiltracdo com 83% dos pacientes com efeitos locais como presenca de
prurido, edema ou dor. Alteragbes laboratoriais ocorreram em 32% dos casos e
alteracOes eletrocardiograficas em 64,1% dos pacientes. ISso sugere que o principal
fator determinante para a seguranca da terapia € do uso de menores doses, ndo da
via de administracdo (FERNANDES, 2019).

Apesar da terapia intralesional ser uma alternativa para o tratamento da LCL, a técnica
ainda ndo era padronizada e validada. A padronizacdo e validacdo da técnica foi
desenvolvida no Centro de Referéncia em Leishmanioses (CRL) do Instituto René
Rachou (IRR) (SILVA et. al 2019). A elaboracdo de um procedimento operacional
padrdo (POP) foi proposto e validado com base na teoria psicométrica para execucao
da técnica e adotado pelo Ministério da Saude (MS).

Segundo recomendacfes do MS (2017) e com base no POP proposto e validado pelo
CRL-IRR a terapia intralesional é restrita para a forma clinica cutanea localizada
causada por L. braziliensis ou outras espécies (exceto L. guyanensis), com leséo
Unica de até trés centimetros em qualquer regido do corpo, exceto na cabeca e regides
periarticulares de individuos sem imunossupresséo. O tratamento também pode ser
administrado em casos de leishmaniose recidiva cutis. A terapia intralesional consiste
na administracao subcutanea que varia de uma a trés aplicacées de aproximadamente
5 mL de Glucantime® na lesdo. Apds 15 dias da primeira aplicacdo, se nao for
observado reepitelizacdo, € realizada uma segunda aplicacdo. Se ainda nao for
evidenciado reepitelizacdo da lesédo, € feita uma terceira aplicacdo apés 30 dias da
segunda. Sendo assim, o0 progresso da leséo € monitorado por até 120 dias. Em caso

de insucesso na cicatrizacdo em trés meses, 0 protocolo pode ser iniciado novamente.
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Os efeitos adversos sdo equivalentes ao tratamento sistémico, porém, em grau leve a

moderado, podendo ser revertido apos o término do tratamento.
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2. Justificativa

A leishmaniose € uma das 17 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN), e é endémica
em paises tropicais e subtropicais que possuem acesso limitado a saude e em que
parte da populacéo tem contato proximo com vetores e reservatorios. Dados apontam
que mais de 1 bilhdo de pessoas residem em areas endémicas para leishmaniose e
correm risco de infeccdo. Estima-se que 30.000 novos casos de LT ocorram
anualmente (WHO, 2022). Desse total, 16.432 foram registrados somente no Brasil
(OPAS, 2021), sendo o estado de Minas Gerais, 0 terceiro com maior numero de
casos de LT no pais, perdendo apenas para os Estados Para e Mato Grosso
(Sinan/SVS/MS, 2022).

A LT esta relacionada a uma morbidade significativa, entretanto, a letalidade
relacionada a doenca ndo é esperada. Embora néo seja letal, a LT pode levar a
deformidades que podem afetar a qualidade de vida dos individuos acometidos.
Nesse sentido, o diagndstico e tratamento adequados e oportunos, representam
acOes fundamentais para o bem estar dos pacientes. O tratamento para LT disponivel
no Brasil como primeira escolha é o Antimoniato de Meglumina, comercialmente
conhecido como Glucantime®. Essa droga administrada de forma endovenosa pode
causar forte toxicidade, exigindo rigoroso monitoramento dos pacientes, além de ser

contraindicada em varios casos.

Considerando as limitagdes do uso de Glucantime® endovenoso, especificamente
para casos de LCL, recentemente, o Ministério da Saude (2017), incorporou o0 uso do
Glucantime® intralesional como uma das modalidades de tratamento para LCL. A
eficicia e seguranca desse tratamento tém sido tema de diversos estudos (SILVA, et.
al., 2016; RAMALHO, et. al., 2018; FERNANDES, et. al., 2020), onde foi observada

toxicidade de leve a moderada com efeitos adversos predominantemente locais.

Além dos aspectos de eficacia e seguranca, é sabido que para o tratamento efetivo
da infeccdo é importante que o paciente apresente um perfil de resposta imune
favoravel ao controle do parasitismo e que em associacdo ao medicamento usado,

podera promover a resolug¢do da doenca. Diante disso, varios estudos tém abordado
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esses aspectos ao longo de décadas. No entanto, o entendimento dos processos
imunologicos locais e sistémicos associados a infeccdo na LCL permanece como
necessidade fundamental e constante, considerando as novas descobertas e
alternativas de tratamento e vias de administracdo dos farmacos, propostas na

atualidade.

Conhecer o perfil de biomarcadores imunoldgicos pode contribuir para a compreensao
da complexa rede de intera¢des que ocorrem em nivel sistémico e principalmente no
local da lesdo na LCL e que pode indicar resposta ao tratamento. Nesse sentido, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de resposta imune apresentado
pelos pacientes que atenderam aos critérios e recomendac¢fes do MS para realizar a
terapia intralesional e verificar diferencas e semelhancas nesse perfil de
biomarcadores imunologicos apresentado por este grupo em relacdo aos pacientes
que trataram com Glucantime® endovenoso. Os achados desse estudo, além de
trazerem o conhecimento acerca do padrdo de resposta imune apresentado por
pacientes com lesao Unica, bem caracteristica, de tamanho e localizacdo especificas,
poderdo reforcar a necessidade desses critérios preconizados pelo MS para uso da

terapia intralesional.
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Objetivo

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resposta imune circulante e no local da lesdo dos mediadores

sollveis (quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento celular) de pacientes com

leishmaniose cutdnea localizada antes do inicio do tratamento com Glucantime®

intralesional ou endovenosa que tiveram desfecho de cura clinica.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento em amostras de
plasma e exsudato inflamatério de pacientes com leishmaniose cutanea localizada
antes do inicio do tratamento com Glucantime® endovenoso;

Avaliar o perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento em amostras de
plasma e exsudato inflamatorio de pacientes com leishmaniose cutanea localizada
antes do tratamento com Glucantime® intralesional;

Associar o perfil imunolégico de pacientes submetidos a terapia com Glucantime®
intralesional e endovenoso;

Avaliar o perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento em amostras de
plasma e exsudato inflamatorio de pacientes com leishmaniose cutanea localizada
tratados com Glucantime® intralesional, considerando o tempo de evolucédo das
lesbes cutaneas;

Associar o perfil imunolégico de pacientes submetidos a terapia com Glucantime®

intralesional, considerando o tempo de evolucéo das lesdes cutaneas.
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4. Materiais e métodos

4.1 Area de estudo

O municipio de Tedfilo Otoni (Figura 1) é a cidade polo da macrorregido Nordeste de
Minas Gerais, uma das regides mais pobres do pais, em que tem sido observada
crescente destruicdo das reservas naturais, o que contribui para a ocorréncia de
doengas zoondticas. Nesse sentido, 0 municipio vem apresentando registros
crescentes de casos de LT nos ultimos anos e recebendo cada vez mais casos da
regido. De acordo com dados do SINAN-NET, entre 2018-2022 foram registrados 349
casos de LT, com média anual de 128 casos, na regido.

Figura 1: Localizac&o geogréafica do municipio de Te6filo Otoni.

Mapa das microrregides do estado de Minas Gerais destacando a localizagcdo geografica do municipio
de Tedfilo Otoni, Minas Gerais, Brasil. FONTE: DINIZ; BATELLA, 2005 modificado.

4.2 Aspectos éticos

A participacdo no estudo foi condicionada a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) pelos participantes, estando em concordancia
com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude, que
regulamenta a pesquisa em seres humanos. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto René Rachou - Fundagido Oswaldo Cruz (CAAE
78052017.1.0000.5091; namero: 2.401.147- 2017).
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4.3 Caracterizacdo da populacéo avaliada

Para este estudo foi utilizada “amostra de conveniéncia’, que se define pela
disponibilidade de amostras e de exequibilidade do estudo. O grupo controle sem
lesdo cutanea (SL) foi composto por oito voluntarios de ambos os sexos, com idade
entre 25 e 41 anos residentes na regido metropolitana de Belo Horizonte. Os
atendimentos dos casos de lesOes suspeitas de leishmanioses cutanea foram
realizados no ambulatorio de referéncia em leishmanioses da Policlinica Municipal Dr.
Roberto Shuffner de Tedfilo Otoni, incluindo individuos de ambos os sexos, com idade
entre 18 e 90 anos. Todas as coletas foram realizadas antes do inicio do tratamento.
Os pacientes diagnosticados com LCL foram acompanhados durante seis meses ap6s
o tratamento para avaliagcao do processo de reepitelizacao e total cicatrizacao da lesao.

O diagndstico clinico/epidemiolégico (Anexo 2) e laboratorial foi realizado para LCL
(parasitologico e/ou molecular). Os casos positivos foram agrupados de acordo com
o tratamento administrado, sendo: grupo LC-EV (n=10), pacientes tratados via
endovenoso com Glucantime®; grupo LC-IL (n=25), pacientes tratados com

Glucantime® intralesional.

A selecdo clinica de cada grupo foi realizada seguindo os critérios e recomendacdes
preconizadas pelo MS para o tratamento com Glucantime®. O tratamento endovenoso
foi administrado nos casos de multiplas lesdes (< 20 lesbes), localizadas em qualquer
regido do corpo e com diametro superior a trés centimetros. E o grupo tratado com
Glucantime® intralesional foi composto por pacientes que apresentaram leséo tipica,
Unica, localizada em membros ou tronco, e com até trés centimetros de diametro. Os
pacientes que apresentaram lesdo clinicamente tipica de leishmaniose, porém com
diagnéstico parasitolégico e molecular negativo para LCL, foram submetidos ao
diagnéstico histopatolégico diferencial. Esse grupo foi composto por 14 pacientes,
aqui denominados como pacientes com lesdo ndo leishmaniética (NL). A analise
histopatolégica indicou dermatite cronica ou vasculite. A Tabela 1 abaixo mostra as
principais caracteristicas de cada grupo estudado. O Apéndice 2 mostra as principais

caracteristicas demograficas da populacéo de estudo.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos do estudo

SL NL LC-EV LC-IL
Participantes (n) 8 14 10 25
Sexo
Masculino (%) 4 (50) 7 (50) 5 (50) 13 (52)
Feminino (%) 4 (50) 7 (50) 5 (50) 12 (48)
Idade (mediana) 27,5 66,5 54 47
Minimo-maximo 26-41 31-84 18-84 18-78
Localizacdo da leséo (%)
Membros superiores N/A 1(7,2) 2 (20) 11 (44)
Membros inferiores N/A 13 (92,8) 8 (80) 12 (48)*
Aspecto da leséao N/A Ulcerada Ulcerada Ulcerada
Tempo de lesédo (meses) N/A 1-12 1-4 1-12
Tamanho da leséo N/A 314 210 208
(mediana - mm?)
Numero de lesbes N/A 1-2 >3 1

SL — Controle sem lesdo cutanea
NL — Pacientes com diagnéstico negativo para leishmaniose

LC-EV — Pacientes com leishmaniose tratados com Glucantime® endovenoso

LC-IL - Pacientes com leishmaniose tratados com Glucantime® intralesional
N/A — Néo se aplica
*Dois pacientes do grupo LC-IL apresentaram lesdes no tronco

FONTE: O autor

Posteriormente, para analise do perfil imunolégico considerando o de tempo de leséo,
o grupo LC-IL foi categorizado em: grupo lesdo recente (IL-LR), com lesBes de até 2
meses de evolugéo (n=12) e grupo leséo tardia (IL-LT), com lesdes com mais de dois
meses de evolucdo (n=13). A categorizacao de tempo de leséo seguiu a classificacao

utilizada por Carvalho e colaboradores (1985).

4.3.1 Critérios de incluséo e excluséao para individuos do grupo controle sem

lesdo cutanea (SL)

Foram convidados a participar do estudo individuos saudaveis, sem histdria prévia de
LT e LV. Nao foram incluidos no estudo individuos que desenvolveram lesdes
cutdneas ou mucosas durante o periodo avaliado e individuos com doencas
sistémicas concomitantes, que sabidamente interferem com a capacidade

imunoldgica do individuo.
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4.3.2 Critérios de inclusdo e exclusdo para individuos com lesdo néo

leishmaniotica (NL)

Foram convidados a participar do estudo individuos sem histéria prévia de LT e LV
que apresentaram lesfes cutaneas sugestivas de leishmaniose, porém com
diagnéstico parasitologico e/ou molecular negativo. Nao foram incluidos no estudo
pacientes em tratamento prévio com drogas leishmanicidas; pacientes gestantes ou
lactantes e pacientes com doencas sistémicas concomitantes, que sabidamente

interferem com a capacidade imunolégica do individuo.

4.3.3 Critérios de incluséo e exclusao para pacientes com LCL (LC-EV e LC-IL)

Foram convidados a patrticipar do estudo pacientes com quadro clinico compativel
com LCL que tiveram confirmacao diagnostica por teste parasitolégico e/ou molecular.
Ndo foram incluidos no estudo pacientes que apresentaram comprometimento
mucoso e pacientes sem confirmacdo da infeccdo por Leishmania por exame
parasitologico ou molecular; pacientes em tratamento prévio com drogas
leishmanicidas; pacientes gestantes ou lactantes e pacientes com doencas sistémicas
concomitantes, que sabidamente interferem com a capacidade imunoldgica do

individuo.

4.4 Coleta e destinacao das amostras

Dois fragmentos de bidpsia da borda da leséo cutdnea foram coletados utilizando
punch estéril de 5,0 mm de diametro. O excesso de sangue foi retirado em papel filtro
e um dos fragmentos foi armazenado em meio Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium (RPMI) suplementado (10% soro fetal bovino, 3% penicilina/streptomicina e
1% heparina soédica), para avaliacdo do perfil de biomarcadores presentes no
exsudato inflamatério por meio do ensaio Luminex. O segundo fragmento foi dividido
em duas partes no sentido longitudinal com auxilio de um bisturi. Uma das partes foi
pressionada contra lamina de microscopia para realizagdo do exame parasitologico
direto (Imprint) e, em seguida, o fragmento foi armazenado em RNAlater para
diagnéstico molecular, caso o diagnéstico parasitologico fosse negativo. A outra

metade do fragmento foi armazenada em formol tamponado 10% para realizagéo de
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diagnéstico diferencial por analise histopatologica dos casos negativos para LCL

(Figura 2). Foi coletado também 10 mL de sangue periférico em tubo contendo

heparina sddica para obtencédo do plasma e realizacdo do ensaio Luminex.

Figura 2: Procedimento de coleta e armazenamento do fragmento de bidpsia.
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A — Coleta do fragmento de bi6psia e armazenamento em meio RPMI suplementado para maceracao
e coleta do exsudato inflamatorio. B — Coleta do fragmento de bidpsia e armazenamento em formol
tamponado 10% para analise histopatoldgica. C — Imprint em lamina e armazenamento do fragmento

em meio RNAlater para realizacéo da PCR para diagnostico. FONTE: Prépria autoria.

Na figura 3 apresentamos o fluxograma resumido do desenho do estudo.

Figura 3: Fluxograma representativo do desenho do estudo.
Quadro clinico suspeito de LCL
Encaminhamento para Policlinica Dr. Roberto Schuffner

Assinatura do TCLE

Fragmento de biépsia

Fragfﬁento 2

Impﬁnt Formol

Maceracao do tecido Luminex
Coleta do sobrenadante RNA later Paraﬁhizagéo
Luminex Diagndstico Diagnostico
molecular diferencial

FONTE: O autor.
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4.5 Diagnostico dos casos suspeitos para LCL

O diagnostico foi feito preferencialmente por meio da técnica de imprint que consiste
em pressionar o fragmento de biopsia contra uma lamina de microscopia para
visualizacdo de formas amastigotas. Foram feitos oito imprints ha mesma lamina de
cada paciente. O imprint foi fixado com metanol e as laminas foram coradas usando

Giemsa para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania (Apéndice 1A).

Na impossibilidade de confirmacdo do diagndéstico por imprint, foi utilizado o método
molecular. O fragmento de biopsia coletado em RNAlater foi submetido a extracéo de
material genético (DNA) utilizando o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) e
amplificado por PCR convencional. O alvo utilizado foi a regido conservada do
minicirculo do KDNA de Leishmania utilizando os iniciadores A: 5 (C/G)(C/G)(G/C)
CC(C/A) CTAT(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3 e B: 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG
AA 3’, gerando um fragmento de 120pb (DEGRAVE, et. al.,, 1994). Os produtos
amplificados na PCR foram visualizados em exposi¢éo a luz ultravioleta (UV) ap6s a
eletroforese em gel de agarose (2.0%) corado com brometo de etideo. A visualiza¢ao
do resultado foi realizada empregando o Translluminador L Pix — Loccus Biotecnologia
(Apéndice 1B).

4.6 Diagnostico diferencial por histopatologia

A andlise histopatolégica foi realizada para diagndstico diferencial dos casos
negativos para LCL. Os fragmentos de biopsias foram coletados e acondicionados em
formol tamponado (pH 7,2) a 10% para interromper o processo de autélise das células.
O processamento das bidpsias foi feito em processador de tecidos automatico,
seguindo as etapas de desidratacéo, clarificacdo e inclusdo de parafina. Os cortes
histolégicos foram feitos com auxilio do micrétomo para obtencéo de cortes de 5 pum
de espessura que foram acomodados em laminas de vidro para coloragdo com

hematoxilina e eosina (HE).

Na microscopia foram observados os seguintes parametros: identificacdo dos tipos
celulares, caracteristicas e classificacdo do infiltrado inflamatério, conforme descrito

por de Magalhdes e colaboradores (1986) e avaliagdo da presenca de outros
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patdgenos e células tumorais. Esta analise foi coordenada pelo médico anatomo-
patologista e infectologista Dr. Marcelo Antdnio Pascoal Xavier da Universidade
Federal de Minas Gerais e Grupo de Imunologia de Doencgas Virais do IRR-
Fiocruz/Minas. Dos diagnosticos negativos para LCL foram identificados

principalmente dermatite crénica e Ulceras vasculares.

4.7 Avaliagdo do perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

presentes no plasma e no exsudato inflamatério

Os fragmentos de bidpsia foram coletados em meio RPMI suplementado,
armazenados sob refrigeracdo e processados em até 48 horas. O fragmento de
bidpsia foi macerado em placa de petri com auxilio do bisturi e o exsudato inflamatério
foi recolhido e armazenado em microtubo a -80°C para posterior utilizagdo no ensaio
Luminex. As amostras de sangue periférico coletadas em tubo contendo
anticoagulante heparina sodica, foram centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm a
20°C para separacdo do plasma. O plasma foi separado e armazenado a -80°C até o
momento do ensaio. Os niveis de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento
foram quantificados utilizando o kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex — Biorad que
permite a avaliacdo simultanea de 27 analitos, sendo: quimiocinas CXCL8, CCL4,
CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10, citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6, TNF, IL-
12, IFN-y, IL-15, IL17A, citocinas moduladoras IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e
fatores de crescimento FGF, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7, por meio do
emprego de microesferas magnéticas (beads magnéticas) de diferentes intensidades

de fluorescéncia recobertas com anticorpos especificos para cada biomarcador.

Inicialmente, as amostras de exsudato inflamatério e plasma foram descongeladas em
banho-maria a 37°C, homogeneizadas em vértex por 5 segundos e centrifugados a
14.000 x g, por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram filtradas em
filtro de 0,20 um com auxilio de seringa de 1 mL. As placas de fundo chato para o
ensaio Luminex (Bio-Plex Pro Microplate Wash Station) (Bio-Rad — CA, EUA) foram
preparadas com adicdo de 50 pL da mistura de beads magnéticas conjugadas com
anticorpos monoclonais anti- biomarcadores presentes no kit (diluidas 10x em tampé&o
de diluicdo Assay Buffer). O padrao foi reconstituido com 250 uL do reagente Standard

Diluent e foram feitas oito diluicbes seriadas para constru¢do da curva padrao. Em
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seguida, 50 pL dos padrbes das beads foram adicionados aos pocos correspondentes
a curva padrédo, que foi realizada em duplicata para cada um dos 8 pontos da curva.
Também foram adicionados 50 pL de cada amostra aos pogos correspondentes na
placa. Na sequéncia as placas foram lavadas duas vezes com 100 uL de Wash Buffer
diluido 10x com agua tipo | e incubadas overnight a 4°C sob agitacéo constante a 500

rpm e ao abrigo da luz.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com 200 uL Wash Buffer, 25 uL do anticorpo
de deteccéo previamente diluido 10x com Antibody Diluent foi adicionado em cada
poco e as placas incubadas por 30 minutos sob agitacdo a 500 rpm, temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Na sequéncia, as placas foram lavadas trés vezes com
100 pL de Wash Buffer e a cada poco foi adicionado como agente revelador, 50 pL de
estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) diluido 100x com tampdo de ensaio. As placas
foram incubadas por 30 minutos sob agitacdo a 500 rpm, temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As placas foram lavadas novamente com 100 pL Wash Buffer e os
pellets foram ressupendidos com 125 pyL de tampéo de ensaio. As amostras foram
homogeneizadas por 10 minutos para leitura no equipamento Luminex 200, conforme

recomendacdes do fabricante.

Para aquisicdo das amostras foi determinada a intensidade média de fluorescéncia
considerando 50 microesferas por analito avaliado no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-
Rad Laboratories, California, EUA), utilizando o software Luminex xPONENT verséo
3.1 (Merck Millipore, Massachusetts, EUA). As concentracdes dos biomarcadores
foram determinadas a partir da curva-padrao, utilizando o quinto parametro logistico
para ajuste dos dados. As intensidades médias de fluorescéncia foram transformadas
em concentragfes (pg/mL). Todas as andlises foram realizadas utilizando o software

Bio-Plex Manager™ versédo 6.1 (Bio-Rad Laboratories, California, EUA).

4.8 Estratégias de anéalise

As andlises estatisticas para avaliacdo do perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento, foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad San Diego, CA, EUA). Primeiramente foi realizada analise para

confirmacédo do carater ndo parametrico dos dados. Para analise comparativa entre
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dois grupos independentes, foi empregado o teste ndo paramétrico Mann-Witnney. As

diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.

Para as andlises de correlacao foi empregado o teste de Spearman’s (rS) Rank. As
diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05. Foram
consideradas correlacdes fracas valores de indice “r" de até 0,3, correlagbes
moderadas de 0,4 a 0,6 e correlagbes fortes acima de 0,7, conforme descrito por
Taylor e colaboradores (1990).

Para realizacdo de analise panoramica global dos resultados, que permitisse melhor
visualizacdo e compreensao geral do trabalho, apos a etapa e avaliagdo descritiva, 0s
dados de variavel continua foram transformados em variavel categorica. Para analise
de assinatura ascendente de alto produtores, foi calculada a mediana global da
concentracdo em pg/mL para cada biomarcador plasmatico e presente no exsudato
inflamatério dos individuos dos grupos SL, NL, LC-EV e LC-IL. Entéo, a partir da
mediana global, foi calculado o percentual de alto produtores de cada biomarcador
nos grupos de estudo avaliados (SL, NL, LC-EV e LC-IL). Os individuos foram
considerados alto produtores de cada biomarcador quando apresentaram valores
acima da mediana global (ponto de corte — percentil 50). A representacao grafica em
ordem crescente, ou seja, de forma ascendente, destaca claramente o0s

biomarcadores mais relevantes.

Outra estratégia utilizada foi o Diagrama de Venn, que se trata de uma ilustracdo em
gue se mostra um conjunto de intersecdes (N) entre dois ou mais grupos. Para a
criagdo do diagrama foi utilizado o software Bioinformatics & Evolutionary Genomics,
disponivel em http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Neste software foi
gerada uma tabela e um gréfico, por meio do diagrama, que indicava quais os atributos
compartilhados e exclusivos entre os grupos de estudo avaliados (SL, NL, LC-EV e
LC-IL).
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5. Resultados

Primeiramente serdo apresentados os resultados de avaliacdo do perfil de
biomarcadores imunoldgicos (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias e moduladoras
e fatores de crescimento) em amostras de plasma e do exsudado inflamatério dos
grupos: controle sem lesdo cutanea (SL), lesédo de origem nédo leishmaniética (NL),
casos de leishmaniose cutanea tratados com Glucantime® endovenoso (LC-EV) e
casos de leishmaniose cutanea tratados com Glucantime® intralesional (LC-IL). Para
essa avaliacdo, foram usadas abordagens comparativas convencionais e de
assinatura ascendente para melhor visualizacdo e compreensdo dos dados. Na
sequéncia, foram utilizadas andlises de compartilhamento de atributos entre os grupos
pelo Diagrama de Venn e andlises de correlacdo de biomarcadores em cada um dos

grupos avaliados.

Apds o término dessa etapa de analise dos dados, iremos avaliar o perfil de
biomarcadores imunolégicos especificamente no grupo LC-IL considerando o tempo
de evolucao da leséo cutanea. Assim, foram consideradas como lesdes recentes (IL-
LR), aguelas com evolucdo de até dois meses e lesdes tardias (IL-LT), aquelas com
mais de dois meses de evolucdo. Os dados desses subgrupos de pacientes com
leishmaniose cutanea tratados com Glucantime® intralesional foram reanalisados e

apresentados seguindo as mesmas estratégias/abordagens descritas acima.

5.1 Avaliacao do perfil de biomarcadores imunoldgicos presentes no plasma e

no exsudato inflamatério de pacientes com lesfes cutaneas

Os resultados demonstraram que, em geral, os pacientes NL, LC-EV e LC-IL
apresentam concentragdes mais elevadas de biomarcadores imunologicos no plasma
e no exsudato inflamatério (Figuras 4 e 5), quando comparados ao grupo controle sem
lesdo (SL).

Entre os grupos com lesdo, observou-se maior concentracdo plasmatica das
guimiocinas CCL4 e CCL2 no grupo LC-IL-P quando comparado aos grupos NL-P e
LC-EV-P. Maior concentracdo plasmatica de CXCL10 foi observada nos grupos LC-
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EV-P e LC-IL-P quando comparados ao grupo NL-P (Figura 4). Nos resultados
relativos a concentracdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias, foi possivel
observar maior nivel de IL-6 e IFN-y no grupo LC-IL-P quando comparado ao grupo
NL-P. Aumento e diminuicdo das concentracdes de IL1p e IL-17A, respectivamente,
foram observados nos grupos LC-EV-P e LC-IL-P, quando comparados ao grupo NL-
P (Figura 4). J4 em relag&o as citocinas moduladoras, os dados demostraram apenas
maior producao de IL-1Ra nos grupos LC-EV-P e LC-IL-P quando comparados ao
grupo NL-P (Figura 4). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada
nas analises do perfil de fatores de crescimento circulantes entre os grupos com leséo

cutanea avaliados (Figura 4).
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Figura 4: Perfil de quimiocinas, citocinas pré-inflamatdrias e moduladoras e fatores de crescimento no plasma de individuos saudaveis e com

lesdo cutanea.
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As concentracdes plasmaticas das quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias, citocinas moduladoras e
fatores de crescimento estdo mostrados em picogramas por mililitros (pg/mL) em graficos de barra
destacando a mediana e o intervalo interquartil. A faixa cinza na horizontal representa o intervalo de
confianca de 95% dos valores observados nas concentracdes de cada biomarcador do grupo controle
saudavel. O grupo com lesdo néo leishmaniética (NL-P) esta representado pela cor verde, o grupo dos
casos positivos para LC tratados com Glucantime® endovenoso (LC-EV-P) est4 representado pela cor
azul e o grupo dos casos positivos para LC tratados com Glucantime® intralesional (LC-IL-P) esta
representado pela cor amarelo escuro. Diferengas significativas foram consideradas quando p<0,05 e
estéo representadas por linhas conectoras para comparacfes entre 0s grupos com lesdo cutanea e por
asterisco (*) para comparacdes com o grupo controle saudavel. FONTE: Prépria autoria.

A analise do perfil de quimiocinas presentes no exsudato inflamatério mostrou maior
concentracdo de CCL3 e CCL4 nos grupos LC-EV-E e LC-IL-E quando comparados
ao grupo NL-E. LC-IL-E apresentou ainda maior producdo de CXCL8 e CXCL10
quando comparado aos outros grupos estudados (Figura 5). E bastante evidente o
perfil altamente inflamatorio presente no grupo LC-IL-E. Os dados mostraram elevada
concentracdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6, TNF, IL-12 e IFN-y nesse
grupo quando comparado aos grupos NL-E e LC-EV-E. Observa-se ainda aumento
de IL-15 e IL-17A em LC-IL-E quando comparado ao grupo NL-E apenas. Pacientes
tratados com Glucantime® endovenoso apresentaram maior producéo das citocinas
IL-6, TNF, IL-12, IL-15 e IL-17A quando comparados ao grupo NL-E (Figura 5). J& em
relacdo as citocinas moduladoras, observa-se maior producéo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-
13 nos grupos LC-EV-E e LC-IL-E quando comparados ao grupo NL-E. Destaca-se a
elevada producéo de IL-1Ra e principalmente IL-10 no grupo LC-EV-E, quando
comparado aos grupos NL-E e LC-IL-E (Figura 5). As analises do perfil de fatores de
crescimento mostraram maiores niveis dos fatores de crescimento avaliados (FGF,
PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF IL-2 e IL-7) nos grupos LC-EV-E e LC-IL-E quando
comparados ao grupo de paciente com ulceras derivadas de outras patologias (NL-E)
(Figura 5).
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Figura 5: Perfil de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias e moduladoras e fatores de crescimento no exsudato inflamatério de individuos

saudaveis e com lesédo cutanea.
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As concentracdes plasmaticas das quimiocinas, citocinas pré-inflamatoérias, citocinas moduladoras e
fatores de crescimento estdo mostrados em picogramas por mililitros (pg/mL) em gréficos de barra
destacando a mediana e o intervalo interquartil. A faixa cinza na horizontal representam o intervalo de
confianca de 95% dos valores observados nas concentracdes de cada biomarcador do grupo controle
saudavel. O grupo com lesdo néo leishmaniética (NL-E) esta representado pela cor verde, o grupo dos
casos positivos para LC tratados com Glucantime® endovenoso (LC-EV-E) esta representado pela cor
azul e o grupo dos casos positivos para LC tratados com Glucantime® intralesional (LC-IL-E) esta
representado pela cor amarelo escuro. Diferencas significativas foram consideradas quando p<0,05 e
estéo representadas por linhas conectoras para comparacdes entre 0s grupos com lesao cutanea e por

asterisco (*) para comparac¢des com o grupo controle saudavel. FONTE: Prépria autoria.

5.2 Analise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores em

pacientes com lesdes cutaneas

Foi realizada uma analise comparativa do perfil de biomarcadores entre os grupos NL,
LC-EV e LC-IL utilizando sobreposicdo das assinaturas ascendentes de
biomarcadores de cada grupo (Figura 6). Esta estratégia foi utilizada para selecionar
biomarcadores em que mais de 50% dos individuos, chamados alto produtores,

apresentassem concentracao acima da mediana global.

Referente as assinaturas de biomarcadores circulantes, observou-se aumento
crescente de pacientes alto produtores quando avaliamos os grupos NL, LC-EV e LC-
IL (Figura 6). Interessantemente, quando avaliamos as assinaturas de biomarcadores
presentes no exsudato inflamatério, foi possivel observar elevado nimero de alto
produtores de quase todos os biomarcadores estudados nos grupos LC-EV e LC-IL
guando comparados ao grupo NL que apresentou apenas alto produtores de trés (IL-
1B, CCL11 e CCL5), dos 27 biomarcadores estudados (Figura 6). Esses dados de
assinatura ascendente permitiram uma analise panoramica dos resultados, de facil

visualizacao e que corroboraram os resultados apresentados nas figuras 4 e 5 acima.



Figura 6 : Panorama global de biomarcadores em pacientes com les@es cutaneas.
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As assinaturas ascendentes foram construidas para os biomarcadores quimiocinas, citocinas pro-
inflamatérias, citocinas moduladoras e fatores de crescimento. O grupo com lesédo ndo leishmaniotica
(NL) esta representado pela cor verde, o grupo dos casos positivos para LC tratados com Glucantime®
endovenoso (LC-EV) esta representado pela cor azul e o grupo dos casos positivos para LC tratados
com Glucantime® intralesional (LC-IL) esta representado pela cor amarelo escuro. Os dados continuos
foram convertidos em variaveis categoricas e os resultados apresentados como a proporgéo (%) de
pacientes com niveis de biomarcadores acima da mediana global (ponto de corte) calculada para cada
biomarcador. Os resultados foram apresentados como assinaturas de biomarcadores ascendentes
para cada grupo de estudo. Biomarcadores com proporcao de alto produtores acima do percentil 50
foram destacados por retangulos tracejados a esquerda de cada grafico. FONTE: Prépria autoria.

5.3 Analise de atributos compartilhados e exclusivos em pacientes com lesdes

cutaneas

O diagrama de Venn (Figura 7) foi construido para identificar os atributos exclusivos
e compartilhados entre os grupos avaliados. Foram considerados os biomarcadores
acima de 50% de cada grupo a partir da mediana global. Com os resultados da anélise
dos biomarcadores circulantes foi possivel identificar sete atributos compartilhados
entre os grupos NL, LC-EV e LC-IL, sendo a maioria deles citocinas moduladoras.
Foram encontrados nove atributos compartilhados entre os pacientes com
leishmaniose (LC-EV e LC-IL), com predominancia das quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias. No exsudato inflamatério, apenas um atributo foi compartilhado entre os
trés grupos avaliados. O maior nimero de atributos compartilhados foi encontrado
entre os grupos LC-EV e LC-IL, com 23 biomarcadores, estando presentes todas as
citocinas pro-inflamatodrias e moduladoras e a maioria dos fatores de crescimento e

das quimiocinas avaliadas.
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Figura 7: Diagrama de Venn de biomarcadores em pacientes com lesdes cutaneas.

Diagrama de Venn de Biomarcadores em Pacientes com Les&o Cutdnea
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d. CCL11; IL-4; IL-9; FGF;, G-CSF d. CXCLS:; CCL3; CCL4: CCL2; CXCLA0; IL-6: TNF; IL-12; [L-15; IFN-; IL-17A: IL-1Ra;
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Os diagramas de Venn foram construidos para avaliar o perfil de atributos exclusivos ou compartilhados entre os grupos NL, LC-EV e LC-IL. Essa abordagem
permite determinar as relagBes entre os grupos de estudo, destacando semelhancas e diferengcas no perfil dos biomarcadores circulantes e presentes no
exsudato inflamatorio dos grupos estudados. Os valores (numeros) internos no diagrama representam o numero de biomarcadores exclusivos ou
compartilhados entre os grupos. As letras representam a lista de biomarcadores, destacada logo abaixo, exclusivos ou compartilhados dos grupos. FONTE:

Propria autoria.
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5.4 Matriz de correlacdes dos biomarcadores em pacientes com lesdes cutaneas

Para uma visao panoramica das redes de conexdes entre 0os biomarcadores, uma
matriz de correlagdes foi elaborada (Figura 8). Os dados da matriz, evidenciam
diferencas no perfil de conexdes de biomarcadores circulantes e presentes no
exsudato inflamatério entre os quatro grupos avaliados. Ao avaliarmos o perfil de
conexdes entre os biomarcadores circulantes, foi possivel observar que o grupo
controle sem lesdo (SL), apresentou poucas conexdes, sendo algumas negativas.
Neste grupo houve forte correlacdo entre CCL3 e fatores de crescimento. Entre os
pacientes com lesédo cutanea, observou-se uma nitida diferenca no perfil de correlagcéo
dos biomarcadores circulantes. Entre o0s pacientes que possuem lesdo nao
leishmanidtica (NL) existem diversas conexfes moderadas e fortes. Nos pacientes
tratados com Glucantime® endovenoso (LC-EV), as conexdes sdo majoritariamente
fortes, estando em evidéncia conexdes entre as quimiocinas com os fatores de
crescimento e citocinas pro-inflamatorias. Ja no grupo LC-IL, observou-se um padréo
heterogéneo de biomarcadores com diversas conexdes, na sua maioria conexdes

moderadas (Figura 8).

Quando analisadas as conexfes de biomarcadores presentes no exsudato
inflamatdrio, ou seja, no microambiente da lesdo, foi observado perfil inverso ao
descrito nas andlises de biomarcadores circulantes, com maior nimero de conexdes
fortes e moderadas no grupo LC-IL, e uma consideravel perda de correlacdes nos
grupos NL e LC-EV. As conexdes presentes no grupo NL foram heterogéneas
variando entre moderadas e fortes. No grupo LC-EV foi possivel observar correlacdes
fortes, especialmente entre fatores de crescimento e algumas citocinas pro-
inflamato6rias e moduladoras. Todas as conexfes com FGF desse grupo, foram
negativas, ou seja, a reducdo desse fator de crescimento reflete no aumento dos
biomarcadores correlacionados. De maneira interessante, destacam-se as conexdes
observadas no grupo LC-IL, onde ocorreu aumento consideravel de conexdes fortes
entre citocinas pro-inflamatoérias e moduladoras e, entre fatores de crescimento e

citocinas pro-inflamatorias (Figura 8).
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Figura 8: Matrix de Correlacédo de Biomarcadores.
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Matrizes abrangentes de redes de biomarcadores foram construidas com base nas pontuagfes de correlagdo entre quimiocinas, citocinas pré-inflamatdrias,
citocinas moduladoras e fatores de crescimento circulantes e presentes no exsudato inflamatério dos grupos SL, NL, LC-EV e LC-IL. Nas matrizes triangulares,
cada quadrado representa o indice de correlagdo entre um par de biomarcadores. Os gradientes das cores foram usados para indicar a forga da correlagao
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entre os biomarcadores que apresentassem resultado estatisticamente significativo (p <0,05), sendo
as cores mais claras representativas do indice r de correlagdes moderadas (de 0,4 a 0,6) e as cores
mais escuras representativas do indice r de correlacdes fortes (> 0,7), respectivamente. Além disso, o
asterisco (*) dentro dos quadrados foi usado para indicar correlacdes negativas entre os biomarcadores.
Correlagbes ndo significativas estdo representadas por quadrados brancos. FONTE: Prépria autoria.

5.5 Avaliacao do perfil de biomarcadores imunoldgicos presentes no plasma e
no exsudato inflamatério de pacientes tratados com Glucantime® intralesional

por tempo de lesdo

Com o propésito de caracterizar possiveis diferencas no perfil de resposta imune
considerando o tempo de evolucdo das lesdes cutaneas, 0s niveis de quimiocinas,
citocinas proé-inflamatorias, citocinas moduladoras e fatores de crescimento foram
mensurados no plasma e no exsudato inflamatério dos pacientes do grupo LC-IL
subdivididos em lesé&o recente (IL-LR) e leséo tardia (IL-LT) (Figuras 9 e 10).

Pela analise dos resultados foi possivel observar maior concentracdo plasmatica de
biomarcadores, principalmente das quimiocinas (CXCL8, CCL3, CCL4 e CCL2) e das
citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-15, IFN-y e IL-17A), em pacientes com lesdes
tardias (IL-LT-P). Também maior producao da citocina moduladora IL-5 e do fator de
crescimento G-CSF foi observada no grupo IL-LT-P (Figura 9).
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Figura 9: Perfil de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias e moduladoras e fatores de crescimento no plasma de individuos submetidos a terapia

intralesional classificados por tempo de leséo.
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As concentracdes plasmaticas das quimiocinas, citocinas pré-inflamatoérias, citocinas moduladoras e
fatores de crescimento estdo mostrados em picogramas por mililitros (pg/mL) em gréaficos de barra
destacando a mediana e o intervalo interquartil. O grupo com les&o recente (IL-LR-P) e que recebeu
tratamento com Glucantime® intralesional esta representado pela cor amarelo claro e o grupo com lesao
tardia (IL-LT-P) e que recebeu tratamento com Glucantime® intralesional esta representado pela cor
amarelo escuro. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram consideradas quando
p<0,05 e estdo representadas por linhas conectoras. FONTE: Prépria autoria.

No exsudato inflamatério, destacam os elevados niveis da quimiocina CXCL8 e das
citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-15 e IL-17A em pacientes com lesdes tardias (IL-
LT-E). Foi possivel observar também maior concentracao da citocina moduladora IL-
5 do fator de crescimento IL-2 nesse grupo de estudo quando comparado aos

pacientes com IL-LR-E (Figura 10).
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Figura 10: Perfil de quimiocinas, citocinas proé-inflamatérias e moduladoras e fatores de crescimento presentes no exsudato inflamatério de
pacientes submetidos a terapia intralesional classificados por tempo de leséo.
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As concentracbes das quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, citocinas moduladoras e fatores de
crescimento estdo mostrados em picogramas por mililitros (pg/mL) em graficos de barra destacando a
mediana e o intervalo interquartil. O grupo com leséo recente (IL-LR-E) e que recebeu tratamento com
Glucantime® intralesional esta representado pela cor amarelo claro e o grupo com lesao tardia (IL-LT-
E) e que recebeu tratamento com Glucantime® intralesional esta representado pela cor amarelo escuro.
Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram consideradas quando p<0,05 e estdo
representadas por linhas conectoras. FONTE: Prépria autoria.

5.6 Andlise comparativa da assinatura ascendente de biomarcadores em
pacientes tratados com Glucantime® intralesional por tempo de lesédo

Uma segunda assinatura ascendente de biomarcadores foi construida levando em
consideracao o tempo de lesdo dos pacientes tratados com Glucantime® intralesional
(LC-IL) (Figura 11). Essa estratégia foi utilizada para selecionar biomarcadores em
que mais de 50% dos pacientes, chamados alto produtores, apresentassem
concentracdo acima da mediana global. Como descrito anteriormente, a assinatura
ascendente foi graficamente apresentada pela sobreposicdo das assinaturas
ascendentes dos grupos IL-LR e IL-LT.

Somente para a citocina pro-inflamatéria 1L-12 e a citocina moduladora IL-13
circulantes foram encontrados pacientes com producdo acima do percentil 50 no
grupo leséo recente (IL-LR). Ja no grupo de pacientes com lesdes tardias (IL-LT)
observou-se a presenca de alto produtores (acima de 75%) para a maioria dos
biomarcadores, destacando-se os alto produtores da quimiocina CCL2, das citocinas

pro-inflamatorias IL-18, TNF e IL-17A e da citocina moduladora IL-9 (Figura 11).

No exsudato inflamatorio também foi observado o elevado percentual de alto
produtores de diferentes biomarcadores no grupo IL-LT. Em pacientes com lesbes
recentes observou-se a presenca de alto produtores das quimiocinas CCL4, CCL5 e
CCL3 e algumas citocinas (IL-15, IL-17A, IL-9 e IL-10), com perfil bem balanceado.
Nos pacientes com lesbes tardias, apesar do predominio de alto produtores de
citocinas moduladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5 e IL-13), destaca-se a presenca de alto
produtores de biomarcadores inflamatorios IL-13, IL-6, TNF, IL-12 e principalmente
IFN-y e CXCL10 (Figura 11).



Figura 11: Panorama global de biomarcadores em pacientes submetidos a terapia intralesional classificados por tempo de leséo.
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As assinaturas ascendentes foram construidas para os biomarcadores quimiocinas, citocinas pro-
inflamatérias, citocinas moduladoras e fatores de crescimento. O grupo com lesédo recente (IL-LR) esta
representado pela cor amarelo claro e o grupo com lesédo tardia (IL-LT) esta representado pela cor
amarelo escuro. Os dados continuos foram convertidos em variaveis categéricas e os resultados
apresentados como a proporcao (%) de pacientes com niveis de biomarcadores acima da mediana
global (ponto de corte) calculada para cada biomarcador. Os resultados foram apresentados como
assinaturas de biomarcadores ascendentes para cada grupo de estudo. Biomarcadores com propor¢éao
de alto produtores acima do percentil 50 foram destacados por retangulos tracejados a esquerda de
cada gréafico. FONTE: Propria autoria.

5.7 Andlise de atributos compartilhados e exclusivos em pacientes tratados com

Glucantime® intralesional por tempo de lesédo

Diagramas de Venn foram construidos considerando o tempo de lesédo dos pacientes
tratados com Glucantime® intralesional (Figura 12). Em relacdo aos biomarcadores
circulantes, nenhum atributo foi compartilhado entre os grupos leséo recente e tardia,
e apenas dois atributos (IL-12 e IL-13) foram exclusivos para o grupo de pacientes
com lesdes recentes (IL-LR). Por outro lado, 24 atributos foram exclusivos para o
grupo de pacientes com lesdes tardias (IL-LT) (Figura 12). Nos resultados referentes
ao perfil de biomarcadores presentes no exsudato inflamatdério, trés atributos foram
compartilhados, sendo eles IL-17A, G-CSF e GM-CSF entre os grupos IL-LR e IL-LT.
Como atributos exclusivos, foram observados cinco no grupo de pacientes com lesées

recentes (IL-LR) e 17 no grupo de pacientes com les@es tardias (IL-LT).
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Figura 12: Diagrama de Venn de biomarcadores em pacientes submetidos a terapia intralesional classificados por tempo de lesao.
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Os diagramas de Venn foram construidos para avaliar o perfil de atributos exclusivos e compartilhados entre os grupos IL-LR e IL-LT. Essa abordagem permite
determinar as relagbes entre os grupos de estudo, destacando semelhancas e diferencas no perfil dos biomarcadores circulantes e presentes no exsudato
inflamatério dos grupos estudados. Os valores (nimeros) internos no diagrama representam o nimero de biomarcadores exclusivos ou compartilhados entre
0s grupos. As letras representam a lista de biomarcadores, destacada logo abaixo, exclusivos ou compartilhados dos grupos. FONTE: Propria autoria.
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5.8 Matriz de correlacbes dos biomarcadores em pacientes tratados com

Glucantime® intralesional por tempo de leséo

A matriz de correlacéo foi construida subdividindo o grupo dos pacientes tratados com
Glucantime® intralesional (LC-IL) por tempo de leséo (Figura 13). Nessa estratégia de
analise ficaram notorias as diferencas no perfil de correlacdo dos biomarcadores em
pacientes com lesdes recentes e tardias, especialmente quando avaliamos o perfil de

correlacao de biomarcadores presentes no exsudato inflamatério.

Na matriz de biomarcadores circulantes, tanto no grupo de pacientes com lesdes
recentes (IL-LR) quanto no grupo de pacientes com lesdes tardias (IL-LT), foi possivel
visualizar uma heterogeneidade de biomarcadores fortemente conectados,
principalmente no grupo IL-LT (Figura 13). J& no exsudato inflamatério, ou seja, no
microambiente da lesdo, as diferencas ficam bastante evidentes. Embora pacientes
com lesdes recentes (IL-LR) apresentem menor producao de diversos biomarcadores,
o que refletiu na assinatura ascendente e diagrama de Venn, observou-se nesse
grupo conexdes fortes entre fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatérias e
moduladoras, também sdo perceptiveis conexfes fortes entre as citocinas
moduladoras. Ja no grupo de pacientes com lesdes tardias (IL-LT), parte dessas
conexdes sao perdidas, estando em evidéncia as correlagdes fortes entre as citocinas
moduladoras e correlacdes moderadas entre quimiocinas e citocinas proé-

inflamatorias.
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Figura 13: Matrix de Correlacdo de Biomarcadores em pacientes submetidos a terapia intralesional classificados por tempo de lesé&o.
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Matrizes abrangentes de redes de biomarcadores foram construidas com base nas pontuacdes de correla¢do entre quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias,
citocinas moduladoras e fatores de crescimento circulantes e presentes no exsudato inflamatério dos pacientes dos grupos IL-LR e IL-LT. Nas matrizes
triangulares, cada quadrado representa o indice de correlacdo entre um par de biomarcadores. Os gradientes das cores foram usados para indicar a forca da
correlacdo entre os biomarcadores que apresentassem resultado estatisticamente significativo (p <0,05), sendo as cores mais claras representativas do indice
r de correlagdes moderadas (de 0,4 a 0,6) e as cores mais escuras representativas do indice r de correlacdes fortes (> 0,7), respectivamente. Além disso, o
asterisco (*) dentro dos quadrados foi usado para indicar correlacdes negativas entre os biomarcadores. Correlagbes néo significativas estdo representadas
por quadrados brancos. FONTE: Prépria autoria.
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6. Discussao

Apesar dos diversos estudos de resposta imune na LC e alguns envolvendo resposta
ao tratamento, estudos que avaliam o perfil de biomarcadores imunolégicos de
pacientes com LCL, tendo como critério a via de administracdo do Glucantime®, ainda
nao foram descritos. Nesse sentido, o presente estudo buscou identificar diferencas e
semelhancas no perfil de diversos mediadores imunoldgicos sollveis circulantes e no
local da lesdo de pacientes clinicamente selecionados para tratamento com
Glucantime® pelas vias de administracio endovenosa e intralesional. Dessa forma, a
apresentacao clinica da doenca e a resposta ao tratamento pode ser influenciada por

diversos fatores, incluindo o estado imunolégico do individuo.

Conhecer o perfil basal de biomarcadores imunolégicos circulantes e presentes no
exsudato inflamatoério das lesGes cutaneas de pacientes com LCL, considerando os
critérios clinicos e recomendagcbes do MS para tratamento intralesional, podera
reforcar a escolha da terapia intralesional e também possibilitara a compreensédo da

resposta ao tratamento associada a terapia intralesional.

Na forma cutanea da leishmaniose observa-se a presenca de um infiltrado dérmico
rico em macrofagos, linfécitos e plasmacitos, principalmente. A presenca de infiltrado
dérmico repleto de células de defesa, faz da resposta imune celular, condicéo
imprescindivel para o controle do parasito e cicatrizacéo de feridas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; GOTO; LINDOSO, 2012). Para que essas células imunes possam
chegar ao local da leséo, serem ativadas e atuarem contra o parasito, uma série de
mediadores solUveis importantes precisam ser secretados e, se de maneira
orquestrada, promoverem interagbes entre 0s componentes imunologicos,

favorecerdo o controle da doenca e a cicatrizagéo das lesoes.

A resposta imune tipica encontrada em pacientes com LCL é caracterizada pela
producdo de citocinas pro-inflamatorias, predominantemente do tipo 1, como IL-12,
TNF e IFN-y (COUTINHO, et. al., 2002; GOMES-SILVA, et. al., 2007; KIMA; SOONG,
2013). A IL-12 é a principal citocina que atua na diferenciacdo da resposta Tipo 1 e
producdo de IFN-g pelos linfocitos TCD4* (COSTA-SILVA, 2014; VOLPEDO, 2021,
CARVALHO, et. al.,, 2021). Na LCL tem sido descrito também aumento de IL-18
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(FERNANDA, et. al., 2021). A IL-1 € um importante mediador da resposta imune inata
e adaptativa. No entanto, elevados niveis dessa citocina pro-inflamatéria pode
desencadear um exacerbado processo inflamatério que dificulta a cicatrizacdo de
lesbes na LC (NOVAIS, et. al.,, 2017; PENICHE, et al, 2017). Além disso, alguns
estudos tém mostrado que IL-1p pode estar diretamente relacionada com o aumento
dos niveis de IL-6 e IL-17A em processos inflamatorios (DINARELLO, 2011). A IL-6 é
uma potente citocina que atua na resposta imune aguda, mediando os mecanismos
para a diferenciacéo de linfocitos e morte celular e sua secrecao € estimulada por IL-
17A (MENDONCA, et. al., 2020).

Na LC causada por L. braziliensis, as quimiocinas desempenham papel importante na
patogénese e eliminacéo do parasito. E sabido que o proprio parasito induz producéo
e secrecao de diversas quimiocinas no local da infeccédo. A presenca de altos niveis
locais de CXCLS8 esté associada a migracao de neutrofilos. Os neutréfilos infectados
por sua vez, apresentam perfil inflamatério e secretam altos niveis de quimiocinas e
citocinas como: CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL3, CCL4, IL-12 e IFN-y que atuam no
recrutamento de macrofagos e linfécitos T pré-inflamatérios para o local da lesédo
(CONCEICAO, et. al., 2016; CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA; MORGADO, 2018).
Também as quimiocinas CCL2 e CCL3 podem mediar ativacdo de macréfagos e
producéo de 6xido nitrico (OGHUMU, et. al., 2010; SCHAERLI, et. al., 2000) e, em
associagao ao IFN-y, sdo responsaveis por atrairem mais monocitos que irdo produzir
mais CXCL9 e CXCL10, gerando maior clearance dos parasitos. Navas e
colaboradores (2020) mostraram que a expressao de CCL2 foi significativamente
maior nos pacientes em tratamento e curados do que naqueles que tiveram falha
terapéutica. Durante o tratamento, essa quimiocina pode favorecer uma resposta
cicatrizante. JA CXCL10 esta fortemente associada a um perfil de resposta tipo 1 e
também ao controle da infeccéo. Alguns estudos mostram que o CXCL10 pode induzir
a producgao de IL-12 (LIU, et. al., 2005; VASQUEZ; SOONG, 2006). Essa quimiocina
pode contribuir ainda para a atividade citotéxica das células natural killer (NK),
aumentar a atividade da enzima iNOS e favorecer a morte do parasito. Nossos dados
corroboram esses achados, onde observou-se nos pacientes com LCL, aumento das
guimiocinas CCL2 e CCL4 e no grupo LC-IL também o aumento de CXCL8 e CXCL10.
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Em humanos, IL-17A tem sido associada a inflamacéo no local da infeccdo por L.
braziliensis (BACELLAR, et. al., 2009; KAMMOUN-REBAI, 2016), uma vez que, a ela,
tem sido atribuida producéo da citocina TNF, fatores de crescimento GM-CSF e G-
CSF e sintese das quimiocinas CXCL8 e CXCL10, responséaveis pelo recrutamento
de neutrofilos e células do Tipo 1 (OUYANG, KOLLS; ZHENG, 2008, KORN, et. al.,
2009). Alguns trabalhos demonstram que IL-17A poderia estar associada a
progressdo da doenca ou maior dano tecidual (BACELLAR, et. al, 2009,
BOAVENTURA, e.tal, 2010). No entanto, outros estudos verificaram que essa citocina
poderia estar envolvida na autorresolucdo de lesdes ou protecdo e resisténcia a
leishmaniose (NOVOA, et. al., 2011). Nossos achados corroboram estes estudos uma
vez que demonstramos forte correlagédo de IL-1b com IL-6 e IL17A na LCL. Nossos
dados corroboram ainda a hipotese do papel da IL-17A no controle e resolucdo das
lesBes, uma vez que observamos nos nossos dados uma forte correlacédo de IL-17A
com fatores de crescimento celular G-CSF, GM-CSF e a principal citocina proé-

inflamatoria envolvida no controle do parasitismo, IFN-y nos grupos LC-EV e LC-IL.

E sugerido por Bourreau e colaboradores (2001) a associa¢éo de altos niveis de IL-
10 na leséo a falha terapéutica em infec¢bes causadas por L. guyanensis, uma vez
que a IL-10 regula negativamente a resposta tipo 1 e inibe a maturacdo de células
dendriticas, envolvidas no inicio da infec¢cao. Sendo assim, a IL-10 poderia ser usada
como uma ferramenta preditiva de falha terapéutica, segundo os autores. No entanto,
considerando que a presenca de resposta Tipo 1 exacerbada pode levar a danos
teciduais (FARIA, et. al.,, 2005; PALMEIRO, et. al., 2012), a resposta balanceada
torna-se indispensavel para o controle da infeccdo sem dano tecidual como ocorre na
LM (CONCEICAO-SILVA, 2018; KIP, et. al., 2015). Alguns estudos tém mostrado que
uma forte resposta imune do tipo 1, com producao de citocinas pro-inflamatoérias IFN-
v € TNF e diminuicdo da producdo de IL-10 pode levar a uma resposta inflamatéria
exagerada na LC e LM (BACELLAR, et. al., 2002; FARIA, et. al., 2005; OLIVEIRA, et.
al., 2011). Em outro estudo, foi demonstrado que células T reguladoras produtoras de
IL-10 podem contribuir para redugdo do dano tecidual e da carga parasitaria nas
lesGes (JI, et. al., 2005). Também é sugerido que a medida que os niveis de IL-10
aumentam em PBMC de pacientes com LCL, TNF também aumenta, mantendo um
equilibrio entre as duas respostas, necessaria para o controle da infec¢ao (VOLPEDO,
2021). Nesse sentido, a presenca de citocinas reguladoras como IL-4, IL-5, IL-9 e
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principalmente de IL-1Ra e IL-10, pode estar associado a uma resposta balanceada,

mais modulada, especialmente em pacientes tratados com Glucantime® endovenoso.

Outros biomarcadores importantes nos processos infecciosos sao os fatores de
crescimento, pois desempenham papéis criticos em todas as fases da infeccao: fase
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento e reparo. Nesse sentido,
estudos clinicos que avaliaram o uso de um ou varios fatores de crescimento, como
GM-CSF, PDGF, EGF e FGF para o tratamento de Ulceras crdnicas, mostraram bons
resultados quando utilizados individualmente, mas com melhores resultados quando
utilizados em associacdo na LCL (ROBSON, 1991; MAST; SCHULTZ, 1996). Em
nosso estudo, em adicao ao perfil de quimiocinas e citocinas descritas acima, foi visto
um aumento significativo de fatores de crescimento nos pacientes com LCL (PDGF,
VEGF, G-CSF, GM-CSF e IL-2), com correlacfes fortes com citocinas inflamatorias,
podendo indicar que ao mesmo tempo em que a infeccdo esta sendo combatida, esta

ocorrendo o reparo tecidual e cicatrizacao das lesdes.

No grupo de pacientes com lesGes nao-leishmanioticas, as principais alteracdes
apresentadas no perfil dos biomarcadores avaliados podem ser observadas a nivel
sistémico em comparacdo ao grupo controle (Figuras 4 e 5). Por outro lado, os
resultados obtidos evidenciaram uma forte resposta do tipo 1 local nos casos
confirmados de LCL (LC-EV e LC-IL), com elevada producéo de IL-6, TNF, IL-12, IL-
15 e IL-17A. Esse perfil foi ainda mais evidente nos pacientes selecionados para o
tratamento via intralesional, onde se observou também maior producgéo de IL-1 e IFN-
v (Figuras 4 e 5). Em paralelo, observou-se nos pacientes com LCL, aumento das
guimiocinas CCL3 e CCL4 e no grupo LC-IL também houve aumento de CXCL8 e
CXCL10, indicando intenso recrutamento de células mono e polimorfonucleares
(Figuras 4 e 5). Os dados mostraram ainda, que nos pacientes com LCL, a presenca
aumentada de fatores de crescimento celular PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF e IL-2
(Figuras 4 e 5). De maneira interessante, foi possivel observar também a presenca de
citocinas reguladoras como IL-4, IL-5 e IL-9. Um perfil mais modulado destaca-se no
grupo LC-EV, com presenca de elevados niveis de IL-1Ra e IL-10, principal citocina
associada a modulacédo de resposta imune nas leishmanioses (Figuras 4 e 5). Os
elevados niveis de biomarcadores circulantes e principalmente os presentes no

exsudato inflamatério descritos para os pacientes com LCL acima, foram melhor
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visualizados por meio da analise panoramica dos dados, obtida com as assinaturas
ascendentes de alto produtores de cada biomarcador (Figura 6). Além disso, com a
andlise complementar realizada pelo diagrama de Venn, foi possivel identificar o
compartilhamento de 23 dos 27 biomarcadores avaliados entre os pacientes tratados
com Glucantime® endovenoso e os pacientes submetidos a terapia com o Glucantime®

intralesional (Figura 7).

A andlise descritiva dos dados indicou diferencas pontuais entre os grupos LC-EV e
LC-IL, com tendéncia a um perfil mais inflamatério em pacientes que atenderam aos
critérios clinicos para tratamento com o Glucantime® intralesional e mais modulado
em pacientes tratados com o Glucantime® endovenoso, apesar da andlise
complementar, de visdo panoramica dos dados por meio da assinatura ascendente
de alto produtores e diagrama de Venn, ter mostrado muitas semelhancas entre os

grupos.

Considerando esses resultados, nés nos questionamos se haveriam conexdes
distintas entre os biomarcadores nos grupos avaliados que pudessem reforcar as
diferencas pontuais observadas na analise descritiva? Ou, se sabendo da presenca
de alto produtores de diversos biomarcadores e elevado compartiihamento dos
mesmos entre LC-EV e LC-IL, haveriam semelhancas também nas conexdes desses
biomarcadores nos grupos de estudo e nos diferentes compartimentos (sangue
periférico e microambiente da leséo) avaliados?

O estudo dessas redes de interacdes € fundamental para o melhor entendimento da
evolugcdo da infeccédo e resposta ao tratamento. Os dados mostraram um padrao
difuso de correlacbes fortes em pacientes do grupo LC-EV e de correlagdes
moderadas no grupo LC-IL quando avaliamos as conexfes entre biomarcadores
circulantes. No entanto, no microambiente da lesdo, varias conexdes foram perdidas
nos grupos LC-EV. Nos chamou atencado os agrupamentos de correlacdes fortes entre
fatores de crescimento e citocinas moduladoras, e citocinas proé-inflamatorias e
citocinas moduladoras. No grupo LC-IL foi possivel observar aumento das conexdes
e aparecimento de correlacdes fortes, em sua maioria N0OS mesmos agrupamentos
descritos para o grupo LC-EV, mas com moderadas e fortes conexdes também entre
mediadores mais inflamatorios, o que reforca o carater mais pro-inflamatorio desse

grupo (Figura 8).
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Nossos resultados indicam que as conexdes em rede de quimiocinas, citocinas e
fatores de crescimento acionadas quando da infeccdo por Leishmania, sao fatores
importantes para a sobrevivéncia ou eliminagdo do parasito e sdo indicativas de
resposta ao tratamento, uma vez que estdo associadas ao microambiente da leséo,
atuando no recrutamento celular, ativacao celular e interacbes complexas e essenciais
ao desfecho da infeccdo e cicatrizacdo das lesbes. Além disso, esses dados
evidenciam de maneira mais contundente, o carater mais pré-inflamatério do grupo
LC-IL.

Especificamente no grupo LC-IL, considerando o tempo de evolugcédo da leséo, foi
notavel a diferenca no perfil de biomarcadores apresentado. Ficou evidente a maior
producdo de biomarcadores em pacientes com lesdes tardias, principalmente de
biomarcadores circulantes (Figuras 9 e 10). Esse dado pode ser mais bem visualizado
nas assinaturas ascendentes de alto produtores (Figura 11) e no diagrama de Venn
(Figura 12), em que a maioria dos alto produtores dos biomarcadores analisados

apareceram exclusivamente nos casos de lesfes tardias.

Além disso, considerando que o tempo de evolucdo da lesdo pode influenciar a
resposta imune, o presente estudo também prop6s avaliar o perfil de biomarcadores
presente em lesdes recentes e tardias nos pacientes tratados com Glucantime®
intralesional. Para divisdo desses grupos, foram consideradas lesdes recentes
aguelas com até dois meses de evolucéo e lesdes tardias aquelas com mais de dois
meses de evolucdo. Essa categorizacdo foi baseada no trabalho de Carvalho e
colaboradores (1985).

Com isso, foi possivel verificar que, ao subdividirmos o grupo em IL-LR e IL-LT, as
principais correlagdes fortes envolvendo os biomarcadores avaliados estava presente
no grupo de lesbes recentes. Estes pacientes, embora tenham apresentado menor
producdo de biomarcadores como mencionado nas analises descritivas,
apresentaram interessantemente conexdes fortes entre eles, especialmente no

microambiente da leséo (Figura 13).
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Figura 14: Figura representativa das principais diferencas encontradas no perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento circulantes e

presentes no microambiente da lesdo dos pacientes submetidos ao tratamento com Glucantime®endovenoso (LC-EV) e intralesional (LC-IL).
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A presenca do parasito nos tecidos faz com que sejam produzidas citocinas pré-inflamatérias como IL-
6, TNF, IL-12, IL-15 e IL-17A e um intenso infiltrado de células de defesa como macro6fagos, linfécitos
e mondcitos. A resposta inflamatéria exacerbada pode gerar destruigédo dos tecidos. No entanto essa
destruicdo parece ser controlada devido a presenca de fatores de crescimento (PDGF, VEGF, G-CSF,
GM-CSF e IL-2) e algumas citocinas reguladoras (IL-4, IL-5 e 1L-9) que estdo aumentadas. E possivel
notar as diferencgas no perfil de biomarcadores dos grupos LC-EV e LC-IL. O grupo LC-EV tende a ter
um perfil mais modulado com alta producao das citocinas moduladoras IL-10 e IL-1Ra. No sangue, é
possivel observar uma discreta reducdo dos niveis de IL-17A. J& no grupo LC-IL é evidente um perfil
mais pré-inflamatério, caracterizado pela produ¢éo de citocinas IL-1 e IFN-y. Também estéo presentes
em alta concentracdo as quimiocinas CXCL8 e CXCL10. Nesse tipo de resposta é caracteristico o
recrutamento de neutréfilos, monécitos e linfocitos que podem ser responsaveis pela eliminacao do
parasito. No sangue ocorre elevada producao das quimiocinas CCL2, CCL4 e CXCL10 e da citocina
pro-inflamatdria IL-1p que podem contribuir para o recrutamento de células polimorfonucleares. FONTE:
Prépria autoria.
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Figura 15: Figura representativa das principais diferencas encontradas no perfil de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento circulantes e

presentes no microambiente da lesdo de pacientes selecionados para tratamento com Glucantime®intralesional, classificados por tempo de les&o.
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Em lesdes recentes o perfil de resposta imune parece ndo ser bem definido, no entanto é possivel notar
um discreto aumento das citocinas IL-12 e IL-13 circulantes e da quimiocinas CCL4 no tecido. Ja nas
les@es tardias, grande parte dos biomarcadores encontram-se aumentados, principalmente no sangue,
podendo indicar um intenso trafego de células para o local da les&o. E visto aumento de CXCLS8, IFN-
v, IL-17A e IL-5 nos dois compartimentos. No tecido ocorre intenso aumento da citocina pré-inflamatorio
IL-6 e do fator de crescimento IL-2, podendo estar associado com recrutamento de células efetoras
para o local da lesdo. E no sangue pode ser visto aumento das quimiocinas CCL-2, CCL-3 e CCL-4,
das citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-15 e o fator de crescimento G-CSF, caracterizando um
ambiente mais inflamatério. FONTE: Prépria autoria.

A Ulcera cutanea com bordas elevadas é a apresentacdo mais comum da LC, com
ocorréncia em mais de 90% dos pacientes infectados por L. braziliensis (SALDANHA,
et. al.,, 2017). Perez-Franco e colaboradores (2016), descrevem o predominio de
lesBes ulcerativas em infeccBes causadas por L. braziliensis que é a principal espécie
envolvida nos casos de LT no pais. Em nossos resultados, todas as lesdes
apresentaram aspectos tipico de Ulcera, podendo evidenciar a alta prevaléncia dessa
espécie na regido. Além disso, o0 aspecto caracteristico das lesdes pode ter

associacdo com um padrdo unico de resposta imune.

O tamanho da lesdo € uma variavel clinica relacionada com o perfil de resposta imune.
As lesdes apresentadas pelo grupo LC-IL foram pequenas (< 3 cm de diametro),
seguindo os critérios propostos pelo MS para administracdo de terapia intralesional
com Glucantime®. Oliveira e colaboradores (2003) associam a producéo das citocinas
TNF e IFN-y com o tamanho da lesdo, podendo predizer o tempo de cura, ou seja,
guanto maior a producdo dessas citocinas, menor o tamanho da lesdo e menor o
tempo de cura. E descrito que niveis elevados de IFN-y induz a regressdo no tamanho
da lesdo (REZVAN, et. al., 2017; HURRELL, et. al., 2015). De fato, nosso estudo
demonstra que no grupo LC-IL que apresentam lesGes menores (mediana: 208 mm?)
possuem elevados niveis de IFN-y, IL-1p e outras citocinas pro-inflamatérias em
comparagao com o grupo LC-EV que possuem lesdes ligeiramente maiores (mediana:
210 mm?). Esses achados ficam ainda mais evidentes quando analisamos o grupo NL,
gue foi 0 grupo que produziu essas citocinas em menor quantidade e possui a maior

mediana de tamanho das lesdes (314 mm?).

Outra variavel que deve ser levado em consideracdo na escolha da terapia é a

localizacéo da lesdo. O MS estabelece que podem ser tratadas de forma intralesional
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lesGes em qualquer regido do corpo, exceto na cabeca e regides periarticulares. No
grupo LC-IL as lesdes foram encontradas em todas as partes do corpo, e no grupo
LC-EV a maior frequéncia das lesdes foram em membros inferiores. Acreditamos que
a localizacao da les&o pode néo ter influenciado no perfil de resposta imune.

O critério de cura da LC consiste nos aspectos clinicos da lesdo, com a cicatrizacao
total. No entanto, o processo de cicatrizacdo de les6es é complexo, envolvendo
diversos mecanismos imunes. Dessa forma, o MS recomenda a que a terapia
intralesional com Glucantime ® seja administrada em pacientes sem imunossupressao.
Como ja foi visto a intensa resposta do tipo 1 no grupo LC-IL, esse aspecto pode ser
fundamental para a resolucdo e cicatrizacdo das lesdes. Foi visto por Carvalho e
colaboradores (2021) que nas infec¢des causadas por L. braziliensis, uma reposta
pré-inflamatéria leva a cura mais acelerada. Em uUlceras de pacientes com IDRM
negativo, o processo de cicatrizacdo foi mais lento do que no grupo com resultado
positivo. Isso sugere que a deficiéncia da resposta do tipo 1 pode prejudicar a
resolugéo da infeccéo.

Certamente, um dos fatores mais importantes a ser considerado no emprego da
terapia intralesional é o nimero de lesdes. Em infec¢do por L. tropica, os pacientes
com multiplas lesbes apresentaram maiores produgdes de IFN-y do que em lesdes
anicas (AI-QADHI, et. al., 2015). No entanto, em nosso estudo, o inverso foi observado.
O grupo de pacientes com mais lesdes (LC-EV) apresentou perfil imunolégico
inflamatorio, mas com presenca de citocinas moduladoras, com destaque para IL-10
e IL-1Ra. Mais estudos devem ser conduzidos para melhor entender a influéncia do

namero de lesdes no perfil de resposta imune e resposta ao tratamento.

E amplamente descrito que o tempo de lesdo pode influenciar na resposta imune
(LLANOS-CUENTAS, et. al., 2008; AMORIM, et. al., 2019). Inicialmente ocorre uma
resposta mista tipo 1 e tipo 2 no inicio da infec¢éo, seguido de uma resposta transitoria
predominantemente do tipo 2. E com a evolucdo da infeccédo, o perfil & alterado
novamente para resposta tipo 1 associada a contencdo da doenca e inicio do processo
cicatricial (UZONNA, et. al., 2004). Al-Qadhi e colaboradores (2015) evidenciaram
niveis mais baixos de IFN-y no estagio inicial da doenga, e com a progressao da

doenca, os niveis aumentam. Nossos dados corroboram esses estudos, uma vez que


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Al-Qadhi%20BN%5BAuthor%5D
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mostramos que pacientes do grupo lesdo tardia (IL-LT) apresentam resposta

inflamatoria mais robusta quando comparados aos pacientes do grupo IL-LR.

Em suma, os dados do estudo indicaram algumas diferencas no padrédo de
biomarcadores apresentados pelos grupos de pacientes tratados com Glucantime®
endovenoso e intralesional. O padréo de biomarcadores imunolégicos apresentado
por pacientes selecionados para tratamento com Glucantime® intralesional, reforca a
escolha dos critérios e recomendacdes preconizados pelo MS, demonstrando que
esses pacientes exibem um perfil imunolégico muito favoravel a boa resposta ao

tratamento intralesional.

E importante mencionar trés limitacdes do estudo: a primeira se refere ao tempo de
acompanhamento recomendado pelo MS que preconiza 120 dias para avaliacdo de
casos de recidiva. No entanto, é descrito que apds o inicio da terapia, o tempo para
reepitelizacdo e cicatrizagcdo da lesdo é de aproximadamente trés meses. Com isso,
os pacientes foram acompanhados por 90 dias. Outra limitacdo € devido a
impossibilidade de analise do perfil imunolégico apés o tratamento e cura a nivel
sistémico e principalmente no microambiente da lesdo. Ndo € recomendado gerar
traumas, como realizacdo de novas bidpsias, em lesdes cicatrizadas devido a
possibilidade de reativacdo da lesédo. Por fim, a impossibilidade de se inserir no grupo
LC-EV, pacientes com diferentes padrdes de lesdo, como lesdes vegetantes ou em

placa, e lesdes de tamanhos muito variados.

Como perspectivas pretendemos avaliar o perfil de expressao génica sistémico e
localizado desses mesmos grupos para complementar os dados obtidos no presente
trabalho. Ainda pretendemos avaliar o perfil de biomarcadores de um grupo composto
por pacientes que tiveram falha terapéutica, e avaliar a influéncia da microbiota,
presente no microambiente da leséo, na resposta imune dos pacientes. Com isso,
sera possivel elaborar um painel de biomarcadores preditivos associado ao

tratamento com Glucantime® intralesional.
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7. Conclusao

O perfil de biomarcadores imunolégicos circulantes e presentes no exsudato
inflamatério das lesdes cutaneas de pacientes com LCL tratados com Glucantime®
intralesional, poderia estar associada a boa resposta ao tratamento e reforca a
necessidade dos critérios e recomendacfes preconizados pelo MS para terapia
intralesional. Além disso, os dados indicam que o estudo de medidores imunolégicos
pode ser uma ferramenta importante para protocolos de recomendacao da terapia

intralesional que além de reduzir custos para o tratamento, possui baixa toxicidade.
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9. Apéndice

Apéndicel: Diagndéstico parasitologico e molecular de LC.

A- Andlise microscépica do imprint do fragmento de biépsia da lesdo corado por Hematoxilina-Eosina.
Pode ser visualizado formas amastigotas de leishmania internalizados por macrofago. B- Visualizagédo
do gel de agarose (2.0%) corado com brometo de etideo para diagndstico de Leishmaniose, tendo
como alvo molecular o minicirculo do kDNA de Leishmania gerando um fragmento de 120pb. PM: peso

molecular. C+: controle positivo. A bandas de 2 a 13 representam os resultados dos pacientes.



Apéndice 2 — Caracteristicas demograficas da populacéao de estudo
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Membros Anti-
56 Lajinha IL 47 Branco | 89,0 | 1,83 | 26,6 | Hipertenséo inferiores 1,1|0,9 | hipertensivo e 6 |Ulcerada 1
ansiolitico
57 Cedro IL 19 | Preto | 51,0 | 1,56 |21,0 N/A Membros |5 4 155 N&o 3 |ulcerada| 1
inferiores
59 Mucuri IL 61 | Pardo | 72,0 | 1,7 |24,9]| Alcoolismo | MEMPros 1y g14 3 N&o 2 |Ulcerada| 1
superiores
. . Membros . .
62 Jardim Acacias | IL 64 Pardo 47,0 | 1,32 | 27,0 N/A . Antidepressivo 1 ulcerada 1
superiores
Hipertens&o; | Membros Anti-
63 Vila Ramos IL 67 Preto 69,0 | 1,53 | 29,5 i ' : 2,812,2| hipertensivo e 2 | ulcerada 1
Diabetes | superiores :
diabetes
80 Pindorama IL 39 Preto 93,0 | 1,63 | 35,0 N/A Mempros N&o 2 ulcerada 1
superiores
97 Manoel IL 23 Pardo 66,0 | 1,84 | 195 Tabagllsmo; Mempros 1,5|1,0| Antidepressivo| 3 | Ulcerada 1
Pimenta Alcoolismo | superiores
Anti-
101 Jardim Acacias | IL 42 | Pardo | 79.2 | 1,45 | 37,7 | Hipertensao | MEMPIOS | g g1 7| hipertensivo; | 5 eogal 1
superiores antidepressivo;
antipsicético
117 Manoel IL 44 | Preto | 96,0 | 1,62 | 36,6 | Hipertensao | MEMPIOS | gl 5| Ant- 2 |Ulcerada| 1
Pimenta inferiores hipertensivo
.. Membros =
121 Catuiji IL 18 Pardo 64,5 | 1,77 | 20,6 N/A . 1,3/0,8 N&o 1 |Ulcerada 1
superiores
. . Membros e
127 Topazio IL 49 Preto 87,5 | 1,71 | 29,9 | Tabagismo 1918 Antiacido 12 |Ulcerada 1

inferiores
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144 Mucuri IL F 18 Preto 450 | 1,65 | 16,5 N/A Tronco |0,7|0,7 Nao 2 Ulcerada 1
151 Palmeiras IL | M | 37 | Preto | 99,0 | 1,74 | 32.7| Alcolismo | MEMPIOS |4 61q 4 N&o 3 |Ulcerada| 1
superiores
153 SdoJeronimo | IL | M | 14 | Preto | 63,0 | 1,69 |221 N/A m]?ernggz 1,2(08 N&o 2 |Ulcerada| 1
155 VilaSgoJoao | IL | M | 21 | Pardo | 80,0 | 1,73 |26,7 N/A Membros |, 14 g N&o 2 |Ulcerada| 1
superiores
159 Topazio IL | M | 53 | Pardo | 73,4 | 1,68 |26,0 N/A Membros |, 1 7 N&o 3 |Ulcerada| 1
superiores
163 SsoJeronimo | IL | M | 54 | Preto | 64,8 | 1,64 |24.1 | Hipertensdo | MEMBros 5419 5| ANt 4 |Ulcerada| 1
inferiores hipertensivo
. Membros ~
94 Cidade Alta NA| M 52 Preto 76,0 | 1,59 |30,1 N/A inferiores 8,0(5,3 Nao 24 | Ulcerada 1
96 Fatima NA| F | 75 | Branco | 68,0 | 1,54 | 28,7 |Hipertensdo;| Membros |, 4 1g o) Anti- 7 |Ulcerada| 1
Diabetes inferiores hipertensivo
100 Matinha |N/A| M | 62 | Preto |100,0| 1,72 |338 N/A Membros N0 1
superiores
103 GrioPara | NIA| E | 91 | Branco | 56,0 | 1,56 | 23,0 | Hipertensdo | MEMPIOS 5415,  Ant- 3 |Ulcerada| 1
inferiores hipertensivo
118 Manoel NA| E | 84 | Pardo | 60,8 | 1,53 | 26,0 | HiPertensdo;| Membros |, o 4 NZo 1 |Ulcerada| 2
Pimenta Diabetes inferiores
126 Novo Horizonte | N/A | F | 76 | Preto | 58,0 | 1,49 | 26,1 |HiPertensdo;| Membros |, 1, .1 Anti- 1 |Ulcerada| 1
Varizes inferiores hipertensivo
. Tornozelo ~
143 Mucuri NA| M 62 Preto 66,6 | 1,66 | 24,2 N/A 3,0(2,3 Nao 14 | Ulcerada 1
esquerdo
146 Pedro Versiani | N/A | F | 67 | Pardo | 68,0 | 1,66 | 24,7 | Hipertensao | MEMPros 1 41gg(  Anti- 4 |Ulcerada| 1
inferiores hipertensivo
147 Carlos Chagas | NJ/A | M | 59 | Branco |106,0 | 1,79 | 33,1 | Hipertensdo | Membros _ Anti- 1 |Ulcerada| 1
inferiores hipertensivo
148 Zilda Maria | \/A 1 E | 31 | pardo | 800 | 1.6 |31.3 N/A Membros |, /| 4 N&o 1 |Ulcerada| 2
Ramos inferiores
150 Cedro NA| M | 66 | Preto | 71,0 | 1,65 | 26,1 | Hipertensao | MEMPIOS |54 156|  Ant- 5 |Ulcerada| 1
inferiores hipertensivo
164 Ao 580 | \ya | M | 69 | Branco | 68,5 | 1,62 |26, |Hipertensao;) Membros 5515, ) ANt 4 |Ulcerada| 1
Jacinto Tabagismo | inferiores hipertensivo
165 FreiGaspar |NA| M | 35 | pPreto | 670 | 1,76 |21,6| Diabetes: | Membros |, g 1461 1qyina 6 |Ulcerada| <20
tabagismo | inferiores
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. - Anti-
. Hipertensdo; | Membros . Lo
166| N Castro Pires N/A F 69 Pardo 50,0 | 1,45 | 23,8 diabetes inferiores 5228 hl%ei;tggggo,‘ 6 Ulcerada 1 ‘

ID — Identificacéo

IMC — indice de massa corporal
P — Positivo

N — Negativo

EV — Endovenoso

IL — Intralesional

F — Feminino

M — Masculino

N/A — Nao se aplica



10.Anexos

Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Leishmanioses humanas nos vales
Jequitinhonha e Mucuri, Minas Gerais: novas estratégias diagnosticas, prognosticas e de gestdo em

satide” porque seu médico acha que voce esta com leishmaniose.

Esse documento contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estaremos realizando.Leia
atentamente. Caso tenha dividas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento sera
assinado e s6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboracdo serd muito importante para nés. Mas, se
quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo a vocé e ndo interferird no seu

atendimento e no seu tratamento médico da leishmaniose.

Esta pesquisa estudara novos métodos para o diagnostico das leishmanioses e o papel de células e moléculas
de defesa do organismo, importantes na defesa contra micrébios que causam doenga, como as

leishmanioses.

A sua participacgéo nesta pesquisa consistira em:

1- Permitir coleta de fragmento de bidpsia da lesdo cutanea (para paciente com leishmaniose cutanea) por
profissional médico especializado ou;

2- Permitir coleta de fragmento de bidpsia da lesdo mucosa (para paciente com leishmaniose mucosa) por
profissional médico especializado ou;

3- Permitir coleta de aspirado de medula 6ssea (para paciente com leishmaniose viscceral) por profissional
médico especializado ou;

4- Permitir coleta de sangue que sera coletado por pungdo venosa realizada por profissionais técnicos
devidamente treinados no procedimento de coleta (para paciente com leishmaniose mucosa ou leishmaniose

visceral).

As amostras bioldgicas obtidas, serdo armazenadas, em freezer a menos 80°C e ficardo naresponsabilidade
da pesquisadora principal, Dra. Celia Gontijo, e de seus colaboradoresda FIOCRUZ Minas. As amostras
serdo utilizadas para a realizacdo da pesquisa e 0 que sobrar permanecera guardado para estudos
complementares ou outros estudos que se fizerem necessarios no futuro.

Os riscos relacionados com a sua participagao na pesquisa sao:

Os procedimentos médicos (bidpsia caso tenha leishmaniose cutanea ou mucosa; e aspirado de medula éssea
caso tenha leishmaniose visceral) serdo de responsabilidade de profissional médico capacitado e experiente
que te acompanhard ao longo do dignostico e tratamento. Os procedimentos serdo realizados nos
ambulatérios dos servicos de salde apds anestesia, com material cirdrgico adequado e seguindo protocolos
padronizados. Para coleta de exsudato inflamatério empregando swab e escova citolégica (casotenha

leishmaniose cutanea ou mucosa), todo material sera estéril.

Eubrica do pesquisador Eubrica do participante



Por se tratar de trabalho envolvendo também coleta de sangue (caso tenha leishmaniose mucosa ou visceral),
podera ocorrer dor e manchas vermelhas nos locais da pungdo. Mas, como a coleta serd feita porprofissionais
bem treinados, esses riscos serdo pequenos.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo na pesquisa séo:

Ao final do projeto, esse proporcionara uma melhoria significativa no atendimento e acompanhamento
clinico-laboratorial de todos os pacientes com leishmanioses antes e apds tratamento especifico nas regides

onde o projeto atuara.

Vocé ndo recebera dinheiro para participar da pesquisa. Caso aconte¢a algum dano relacionado a pesquisa,

voce sera indenizado.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo. Todos os esforgos serdo empreendidos
para evitar esse risco, incluindo codificagdo do nome e a divulgacdo dos resultados em jornais e revistas

cientificas, desde que os seus dados pessoais ndo sejam mencionados.

Vocé podera consultar a pesquisadora responsavel ou o Comité de Etica nos enderecos indicados abaixo

sempre que entender necessario obter informagdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa.

DECLARACAO
Declaro que obtive todas as informagdes necessérias e esclarecimento quanto as ddvidas por mim
apresentadas e, por estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual teor (contetdo) e

forma, ficando uma em minha posse.

Sujeito da Pesquisa (maior de 18 anos de idade)

Telefone para contato:

Assinatura do Pesquisador Principal

Célia Maria Ferreira Gontijo

Endereco e telefone institucional do Pesquisador Principal — IRR/FIOCRUZ/Minas:
Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (CEP: 30190-009)
Pesquisador Principal: Célia Maria Ferreira Gontijo — Telefone: (31) 3349-7755

e-mail: gontijo@minas.fiocruz.br

Endereco e telefone institucional do Comité de Etica — IRR/FIOCRUZ/Minas:
Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (CEP: 30190-009)
Secretaria: Bernadete Patricia Santos — TeleFax: (31) 3349-7825

e-mail: bernadetet@minas.fiocruz.br

Eubrica do pesquisador Eubrica do participante
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Anexo 2: Ficha clinica
A A,

Ministério da Saude
| Fundacdo Oswaldo Cruz

ANEXO 2
FICHA CLINICA DE ACOLHIMENTO DO PACIENTE

Tedfilo Otoni, Minas Gerais

Data do exame: / / Médico Responsavel:

IDENTIFICACAQO DO PACIENTE:
1. Identificagdo (ID):

Nome completo:

2. Endereco completo:

3. Telefone/Contato:

4. Idade:

5. Sexo: ( ) Masculino  ( ) Feminino
6. Peso: Kg

7. Altura: cm

8. Profissdo: Ocupacéo principal:

Ocupacéo secundaria (caso possua):

ANAMNESE:
9. Doengas identificadas no exame clinico ou citadas pelo paciente:
9.1( ) Tuberculose
9.2( ) Doenca de Chagas
9.3( ) Doencga venérea
9.4 ( ) Pneumonia
9.5( ) Hipertensdo arterial
9.6 ( ) Diabetes
9.7( ) Varizes dos membros inferiores
9.8( ) Tabagismo
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9.9 (
9.10 () Doenga autoimune. Qual?

9.11 Outra:

9.12 (

) Alcoolismo (se bebe mais de 2x na semana)

) N&o apresenta ou relata doencas

10. Sinais e sintomas relatados pelo paciente:

Sinais e sintomas

Hé& quanto tempo

Melhora com

10.1 (

) Artralgia

10.2 (

) Mialgia

10.3 (

) Inapeténcia

10.4 (

) Nauseas

10.5(

) VOmitos

10.6 (

) Plenitude gastrica

10.7 (

) Epigastralgia

10.8 (

) Pirose

10.9 (

) Dor abdominal

10.10 (

) Prurido

10.11 (

)Febre °C

10.12 (

) Fraqueza/ Cansaco

10.13 (

) Cefaléia

10.14 (

) Tontura

10.15 (

) Palpitacédo

10.16 (

) Insbnia

10.17 (

) Nervosismo

10.18 (

) Choque Pirogénico

10.19 (

) Edema

10.20 (

) Insuficiéncia renal aguda

10.21 (

) Dor no peito

Exame clinico:
Temperatura axial: °C
Presséo arterial: mmHg

FC
FP
FR

Cabeca:

Orofaringe

( ) Normal

Nariz/cav. nasal () Normal
Pescoco () Normal

Torax:
Axila: |

infonodo () Normal

Ap. respiratério () Normal
Cardio-vascular () Normal

( )Alterado
( )Alterado
( )Alterado

( )Alterado
( )Alterado
( )Alterado

Especificar:
Especificar:
Especificar:

Especificar:
Especificar:
Especificar:
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Abdome

Figado () Normal ( )Alterado Especificar:
Baco () Normal ( )Alterado Especificar:
Outros

Forca muscular () Normal ( )Alterado Especificar:
Osso/articulagdo () Normal ( )Alterado Especificar:
Pele () Normal ( )Alterado Especificar:

11. O Sr(a) esta usando algum medicamento de uso continuo?

( ) Néo ( ) Sim

12. Verificar a presenca de acometimento linfatico (mesmo sem a presenca de lesGes).

12.1 Ganglios: ( ) Ndo (
12.2 Local:

12.3 Tamanho:

12.4 Linfangite: () Nao (
12.5 Local:

13. O Sr(a) tem alguma ferida ativa?
( ) Néo ( ) Sim

Assinale na figura:

i_. -] & &
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) Para que?

cm
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| , aspecto e tamanho das lesdes ativas (maior diametro em cm de
v NFORME A FIGURA ABAIXO.
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—
Local N° Diam. Aspecto
Cabeca/pescoco .| ()VUlcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Lesdo verrucosa
Tronco .| ()Ulcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
() Lesdo vegetante ( ) Les&o verrucosa
Abdome .| ()VUlcera ( )Péapula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Lesdo verrucosa
Antebraco .| ()Ulcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Lesdo verrucosa
Braco .| ()VUlcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Les&o verrucosa
Mao .| ()Ulcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Lesdo verrucosa
Coxa .| ()VUlcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesédo vegetante ( ) Lesdo verrucosa( )
Tibia .| ()Ulcera ( )Péapula ( )Noédulo ( )Placa
() Lesdo vegetante ( ) Lesdo verrucosa
Pés .| ()Ulcera ( )Papula ( )Noédulo ( )Placa
( ) Lesdo vegetante ( ) Les&o verrucosa

15. Numero total de LESOES ATIVAS:

16. Ha quanto tempo o Sr(a) esta com essa ferida? Aprox.

meses

17. Onde o Sr(a) acha que pegou essa ferida?

( ) Casa

( ) Mata

( ) Outro

18. Como apareceu essa ferida? (Anotar o historico do aparecimento da les&o. Quando apareceu a primeira

ferida. Se fez tratamento para leishmaniose. Se a ferida fechou. Se apareceram outras, quando, etc).



19. O Sr(a) foi ao médico para avaliagdo da lesdo? ( ) Nao
APENAS SE “SIM” NA QUESTAO ANTERIOR

19.1 O que o médico disse?

() Sim

19.2. O médico receitou algum medicamento?
( ) Nao
( ) Sim, qual?

95

Anotar a formulagdo (tépico, injetavel, comprimido e etc.) e classe do medicamento (antibi6tico,

antinflamatério e etc)
() Nao sabe

19.3. Fez o tratamento completo indicado pelo médico?

() Néo. Porque?

( )Sim
() Nao sabe

() Ainda estad em tratamento

APENAS SE “AINDA ESTIVER EM TRATAMENTO”

19.3.1 Quando iniciou o tratamento?

( )<delmés ( )1-3meses ( )4-6 meses
19.3.2 Observa alguma melhora significativa?

( ) Néo () Sim () Né&o sabe

19.4 Ha quanto tempo encerrou o tratamento?

() mais de 6 meses

19.5. Retornou ao médico para nova avaliacdo?

( ) Néo () Sim. O que o médico disse?

meses

20. O Sr(a) esta tratando com algum remédio caseiro?
( ) Néo () Sim, qual?

APENAS SE “SIM” NA QUESTAO ANTERIOR
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20.1 Vocé acha que melhorou?

() Néo ( )Sim () Parcialmente () Néo sabe

. A lesdo esta: (Se necessario marcar mais de uma opcao)
21.1 () Ativa, ulcerada
21.2 () Parcialmente epitelizada

21.3 () Epitelizada com bordas infiltradas e/ou descamativas

21.4 () Ativaem placa

APENAS SE APRESENTAR MAIS DE UMA LESAO ATIVA

22
23

. Todas as lesdes apareceram ao mesmo tempo? () Sim

( ) Néo

. Ha quanto tempo apareceram as outras lesdes? meses () Né&o sabe

24. As outras lesdes estdo: (Se necessario marcar mais de uma opg¢ao)

24.1 () Ativa, ulcerada

24.2 () Parcialmente epitelizada

24.3 () Epitelizada com bordas infiltradas e/ou descamativas

24.4 () Ativa em placa

25. O Sr(a) tem alguma cicatriz? () Né&o ( )Sim
26. Qual a origem da cicatriz?
27. Local da cicatriz:
() Cabega/ pescogo ( ) Mao
( ) Tronco ( ) Coxa
( ) Abdome ( ) Tibia
( ) Antibrago () Pés
( ) Braco () Joelho
28. Ha quanto tempo o Sr(a) tem essa cicatriz? meses
29. O Sr(a) tratou a ferida? ( ) Néo () Sim, com o que?
30. O tratamento foi recomendado por algum médico? ( ) Nao () Sim

APENAS SE “SIM” NA QUESTAO ANTERIOR
30.1 Fez o tratamento completo? ( ) Ndo ( ) Sim
APENAS SE “NAO” NA QUESTAO ANTERIOR

30.2. Por que o Sr(a) abandonou o tratamento?

() Nao aplicéavel
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() Melhora clinica ( ) Falta de medicamento () Dificuldade de acesso
( ) Outro:

APENAS SE “SIM” NA QUESTAO ANTERIOR

30.3. E 0 que 0 médico disse?

() Que estava curado () Néo curou () Néo sabe
( ) Outro:

31. O Sr(a) utilizou algum remédio caseiro? ( ) Sim () Nao

e e e e e

APENAS SE “SIM” NA QUESTAO ANTERIOR

31.1 Qual?
31.2 Vocé acha que melhorou?
( ) Néo () Sim () Parcialmente () Né&o sabe

CONCLUSAO DO DIAGNOSTICO CLINICO ATUAL :

) Quadro primério (Caso Novo, ou seja, ainda ndo tratado)

) Recidiva (Les&o no mesmo local da leséo anterior)

) Reinfec¢do (Apresenta cicatriz SUGESTIVA e lesdo em outro local)
) Curado (cicatriz totalmente epitelizada)

) Néo é caso clinico de LTA

) Indefinido. Justifique:

Enfermeiro responsavel Médico responséavel
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