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Baptista, CVariabilidade genética e sensibilidade ao antimonian vitro de amostras de
Leishmaniasp. isoladas de pacientes com LTARIio de Janeiro, 2011 XX f. Tese
[Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infeas]dastituto de Pesquisa Clinica

Evandro Chagas-IPEC/Fiocruz

RESuUMO
O farmaco de primeira escolha para o tratamento ldshmanioses é o antimdnio
pentavalente e apesar de seus efeitos toxicosa amanostra a mais efetiva entre as drogas
disponiveis. A leishmaniose tegumentar americaridA(Lapresenta-se como uma doenca
infecciosa com diferentes formas clinicas. A resposo tratamento com antimoniais
pentavalentes é variavel e pode resultar em cim&a) falha terapéutica ou reativacao da
doenca apos resposta favoravel inicial. O objetigste estudo foi verificar a variabilidade
genotipica e a sensibilidade ao antimonial pen¢gnein vitro de amostras deeishmaniasp.
obtidas de pacientes com LTA. Na primeira etapa“sereening” inicial foi realizado em
amostras de pacientes com evolugdes clinicas sigicgipicas da LTA no estado do Rio de
Janeiro. Foram detectados nove gendtipos sem agé@occom a evolucao clinica da LTA.
Um novo estudo comparando pares de isolados aotémtdmento (A) e apOs 0 insucesso
terapéutico ou reativacdo das lesbes cutanease(Bynrdmesmo paciente, através da técnica
de LSSP-PCR, detectou polimorfismo genético na rneamas amostras pareadas (A e B).
Sete destes pares foram expostos a diferentes ntoagg@es de antimbnio pentavalemte
vitro. Sob as condi¢cdes do nosso estudo, formas prao@stg amastigota (A e B) foram
sensiveis ao glucantima vitro, no entanto os valores de sfCobtidos com formas
promastigotas foram muito variaveis. Nas formasstigetas, as amostras B apresentaram
valores de Ig mais elevados que as amostras A, em quatro despaetentes avaliados.
Estes resultados sugerem que as amostras isola&dass dquatro pacientes apos falha
terapéutica ou reativacdo sao mais resistentesgro ao antimonio pentavalente. No entanto,
todos os pacientes curaram apos retratamento feitro da complexa relacdo parasito-
hospedeiro, os resultados apresentados neste esigdeem que fatores tanto do parasito

como do hospedeiro exercam papel semelhante nag&eolavoravel ou ndo da LTA.

Palavras-chave:l. Leishmaniose 2. Reativagao 3. Falha Terapéutica



Baptista, C.Genetic variability and sensitivity to antimony in vitro of Leishmania sp.
isolated from patients with ATL. Rio de Janeiro, 2011 XX f. Thesis [PhD in Clinical
Research in Infectious Diseases] Institute of Céhi Research Evandro Chagas -
IPEC/Fiocruz

Abstract

The drug of first choice for the treatment of lemsniasis is the pentavalent antimony and
despite its toxic effects, it still shows to be tmost effective among the available drugs.
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an dtifus disease with different clinical
forms. The response to treatment with pentavalatimanials is variable and can result in
clinical cure, therapeutic failure or reactivatioin the disease after initial favorable response.
The aim of this study was to verify the genotypariability and sensitivity to pentavalent
antimonyin vitro in samples oLeishmaniasp. obtained from patients with ATL. In a first
step, an initial screening was performed on sampfepatients with typical and atypical
clinical development of ATL in the state of Rio daneiro. Nine genotypes were detected
without association with clinical development of IATA new study comparing pairs of
isolates before treatment (A) and after therapdatiare or reactivation of cutaneous lesions
(B) of the same patient by LSSP-PCR technique tkxlegenetic polymorphism in most
paired samples (A and B). Seven of these pairs @gpesed to different concentrations of
pentavalent antimonin vitro. In the conditions of our study, promastigote amdastigote
forms (A and B) were sensitive to meglumine antirat&in vitro, however the 16 values
obtained with promastigotes were highly variable. damastigotes forms, the B samples
demonstrated I§ values greater than the A samples in four of seaients. These results
suggest that the strains isolated from these fatiepts after treatment failure or reactivation
in vitro can be more resistant to pentavalent antimony.pAtlents were cured after final
retreatment, five of them with second choice drudg®egarding the complex host-parasite
relationship, the results verified here suggest fhetors of the parasite and also of the host

play similar role in the response, favorable or, nothe ATL.

Keywords: 1. Leishmaniasis 2. Reactivation 3. Therapeutiaifai
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

bp — Pares de bases

CEP —Comité de Etica em Pesquisa

DNA — Acido desoxirribonucleico

dNTPs - di-deoxinucleotideos Trifosfato
EDTA — (Ethylenediamine tetraacetic acid) Acido etilenadiizo tetra-acético
g —Grama

IC 50— Concentragéo de Inibicdo de 50%

IM — Intramuscular

IV — Intravenosa

IL — Intralesional

kDNA — DNA do cinetoplasto

LC — Leishmaniose Cutanea

LCD - Leishmaniose Cutanea Disseminada
LCM — Leishmaniose Cutaneomucosa

LM — Leishmaniose Mucosa )
LSSF-PCR - Reagéo em Cadeia da Polimerase de Baixa Estrirsg@tiizando Um Unico
Primer

LTA — Leishmaniose Tegumentar Americana

LT — Leishmaniose Tegumentar

LV — Leishmaniose Visceral

mg —Miligrama

mL — Mililitro

MLEE - Eletroforese de Multilocus Enzimaticos
ng —Nanograma

NNN —Meio de cultura de Novy, Nicolle e McNeal
PCR —Reacdo em Cadeira da Polimerase

ng —Micrograma

pL — Microlitro

RAPD — Analise do Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acas
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1.INTRODUCAO

1.1.L EISHMANIOSE —A DOENCA

As leishmanioses sdo doencas infectoparasitari@s apresentam diversas
manifestacdes clinicas, determinando significantetatidade e morbidade em paises
em desenvolvimento. Sdo causadas por diferent&tiespde protozoarios do género
Leishmania transmitidas ao homem e animais (domésticos westies) através da
picada de insetos vetores conhecidos como flebowwei (MARZOCHI &
MARZOCHI, 1994; WHO, 2008).

A distribuicdo geografica das leishmanioses abramggeatro continentes
(Asiatico, Africano, Europeu e Americano) e cerea88 paises situados em regides de
clima tropical e subtropical com prevaléncia denilhdes de pessoas infectadas e 350
milhdes de pessoas expostas ao risco de adquioersca. Anualmente, sdo registrados
aproximadamente 1-2 milhdes de novos casos (MINBDEDA SAUDE, 2010;
WHO, 2008; WHO, 2011).

No Continente Americano as leishmanioses podem agupadas em
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishasanvisceral americana (LVA). A
LTA é endémica na America Latina onde o processarbanizacédo tem sido associado
a sua expansao (AMATO et al, 2007, TUON et al, 2008

A LTA é causada por protozoarios dos subgénéf@snia e Leishmania

(LAINSON & SHAW, 1987); Génerd_eishmania Ordem Kinetoplastida; Familia



Trypanosomatidae (ROSS, 1903) que se perpetuam st@messo através de dois
hospedeiros: os insetos flebotomineos (Ordem Ript8ubfamilia Phlebotominae;
Género Lutzomyid e os hospedeiros vertebrados. Os hospedeirdsbvados se
infectam a partir da inoculacdo das formas prometts metaciclicas do parasito
através da picada da fémea do inseto vetor (flefio&o) no momento do repasto
sanguineo. Os parasitos apresentam em seu ciclvademissdo duas formas ou
estagios, a forma amastigota, imovel, sem flagete,| que parasita as células do
sistema fagocitico-mononuclear dos hospedeiro®lvertios e a forma promastigota,
flagelada, de vida extracelular, movel, encontradatubo digestivo do hospedeiro
invertebrado (GRIMALDI JR & TESH, 1993; BATES & RE&RS, 2004; KAMHAWI

et al, 2006). As promastigotas inoculadas pelotangetor sdo rapidamente fagocitadas
e transformadas em formas amastigotas no inteeomdcrofagos do hospedeiro, se
multiplicam rompendo a célula infectada, para, guse invadir novas células e dar
continuidade a infecgdo. A doenca clinica € umaméncia dessa multiplicacdo celular
no interior dos macréfagos que gera resposta indgiaa no hospedeiro e consequente
dano celular (HOARE & WALLACE, 1966; BERMAN & WYLER 1980;
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil, a doenca tem ampla distribuicdo geogaaf é causada por sete
espécies deeishmanial. (V.) braziliensisL. (V.) lainsonj L. (V.) guyanensjd.. (V.)
shawij L. (V.) naiffi L. (L.) amazonensi® mais recentemente. (V.) lindenbergi
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Os padrdes epidemioting sdo diversos e as
caracteristicas proprias dependem da area endé&mnicajuestdo, das espécies do
parasito, vetores e reservatérios envolvidos nlm de transmisséo, além dos fatores

ambientais que afetam essa cadeia. Este padraantgrormente estava mais restrito



ao ciclo silvestre, passou a ocorrer na area urbpedaurbana e rural devido
principalmente a alteracbes no meio ambiente tamsocdesmatamentos e ocupacéo
humana desordenada de areas florestais (MARZOCMIK&RZOCHI, 1994; PASSOS
et al, 1999; CUPOLILLO et al, 2003; SHAW, 2007; MBTERIO DA SAUDE, 2010).
Além disto, a introducdo de novas espécies, a ligaigdo econbmica, o aumento das
migracdes e as dificuldades no controle da epidessteanderam o risco de transmissao
para pessoas residentes fora de areas endémicasT@Mt al, 2007). No Brasil, o
processo de urbanizacdo descontrolada € incrimioaho principal fator de risco para
aquisicao da doenca (DESJEUX et al, 2001).

As principais formas clinicas da LTA séao: leishnaaei cutanea (LC),
leishmaniose mucosa ou cutaneo-mucosa (LM ou LCMighmaniose cutanea
disseminada (LCDi) e leishmaniose cutanea difus@dD(L. A disseminacdo de lesdes
para a mucosa ocorre em uma pequena parcela deatpacom LC e a maioria destes
individuos apresenta cicatriz indicativa de LC dote(MARSDEN, 1985). Outros
apresentam concomitantemente lesdes cutaneas esasu@dARZOCHI, 1992). Em
alguns individuos com LM ndo se encontra cicatazlesdo antiga. Supfe-se nestes
casos que a lesao inicial tenha sido fugaz (MARSDEN6). Em outros a lesdo da
mucosa ocorre por extensao de lesdo cutanea aidjgcentigua) e ha também aqueles
em que a lesdo ocorre inicialmente na semimucog@oséx como no labio
(MARZOCHI, 1992).

O estado do Rio de Janeiro € uma area endémical Aeohde Leishmania
(Viannig) braziliensis(VIANNA,1911) é a principal espécie incriminada oiclo de
transmissdo. Em 2007 foi descrito um primeiro castoctone de infec¢do par (L.)

amazonensisesta area (AZEREDO-COUTINHO et al, 2007 apresentacéo clinica



mais frequiente nesta regido endémica é a Ulcedaeatinica ou dupla, arredondada,
com evolucao recente, localizada em areas expastasadas dos flebotomineos e com
resposta favoravel a terapéutica antimonial. A8desutaneas multiplas ou localizadas
em areas normalmente cobertas por vestimentas) assno lesbées com longo tempo
de evolucdo, lesdes mucosas, resposta desfavaaaveiatamento antimonial e co-
infeccdo com micobactériasio observadas eventualmente (SCHUBACH et al, 2005;
MATOS et al, 2005).

De acordo com o MINISTERIO DA SAUDE, 2010, o critéde cura é clinico e
na LC é definido pela cicatrizacdo completa dadesé@m regressao total da infiltracéo
e do eritema até trés meses apO0s a conclusao denesgterapéutico. Na LM a
regressao de todos os sinais deve ser verificadexame otorrinolaringoldgico até seis
meses apos o término do tratamento.

O tratamento irregular ou com doses inferiores adiRg de antimonio
pentavalente, presenca de trés ou mais lesbes) lengpo de evolucdo da doencga,
presenca de co-morbidades, como infeccdo pelo diuisnuno deficiéncia adquirida
(HIV) e ainda a presenca de hipertenséo artenalsido associadas com o insucesso do
tratamento da LM ou LC causada por(V.) braziliensissRODRIGUES et al, 2006;

AMATO et al, 2009).

1.2.LEISHMANIOSE —O TRATAMENTO

Em 1912, Gaspar Vianna demonstrou o uso do tadarético (tartarato de
potassio e antimoénio trivalente) na cicatrizacddedées cutaneas de alguns pacientes.
Entretanto, efeitos secundarios graves foram desogi na tentativa de minimizar tais

efeitos, outros compostos foram testados na detmd®40, desenvolvendo-se entédo o



primeiro antimonial pentavalente complexado a ddriatos que passou a ser utilizado
desde entdo como farmaco de primeira escolha tamteato das leishmanioses.

O antimonio pentavalente é utilizado sob a formastéogluconato de sodio
(Pentostan) ou antimoniato de meglumina (Glucantm® Glucantime é empregado
no Brasil e em outros paises da América Latina HMRA& et al, 2007). Apresenta-se
comercialmente em ampolas de 5mL, contendo 81 n&ptipara cada mL, perfazendo
um total de 405mg de Stpor ampola. De acordo com o Ministério da Sau@a @, o
tratamento regular para a forma cutanea é aqueleitijiza de 10 a 20mg/3iKg/dia
entre 20 a 30 dias, ou 20mg/#tg/dia entre 30 a 40 dias para a forma mucosa. Em
ambos 0s casos, os intervalos entre as doses mimmpser superiores as 72h. E
considerado tratamento irregular aquele que tetth@passado o tempo previsto para
um tratamento regular ou quando tenha ocorridonienialo superior a 72 horas entre
as doses.

As injecdes devem ser administradas via intramasciM) ou endovenosa
(EV), com repouso ap0Os a aplicacdo. A via EV é idemada mais adequada, pois
permite a aplicacdo de grandes volumes sem o iecognvte da dor local. A aplicacao
deve ser lenta (duracdo minima de 5 minutos), cgufha fina e sem necessidade de
diluicdo. Nao sdo descritas diferencas entre as BEM e IM, no que diz respeito a
eficacia e seguranca da droga. No entanto, esteameehto ndo deve ser administrado
em gestantes, pois a droga atravessa a barrensplaaentaria e pode impregnar o
tecido nervoso do feto, levando a sindromes sewdeasetardamento mental. Ha
também restricbes do uso dos antimoniais em pasiat-infectados com HIV, com
idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopagfepatias, hepatopatias e doenca

de Chagas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).



A administracdo do antimonial pentavalente podarl@o surgimento de efeitos
adversos, na seguinte ordem de frequéncia: adralgialgia, anorexia, nauseas,
vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirada, abdominal, pancreatite, prurido,
febre, fraqueza, cefaléia, tontura, palpitacdodrires nervosismo, choque pirogénico,
edema e insuficiéncia renal aguda. Um dos mais iitapies efeitos adversos do'Sh
decorrente de sua acdo sobre o aparelho cardidaaseie quando detectado indica a
suspensio do medicamento e emprego de uma dregguaeda escolha (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010). No entanto, quadros de alteracf@sais e surgimento de
pancreatite aguda e morte subita também séo retatad

As principais diferencas entre 0s esquemas terap8ujpreconizados em
diferentes regides endémicas estao relacionadasoage antimoniato de meglumina ou
estibogluconato de sodio, administracdo continuantermitente do farmaco, dose
diaria, duracédo do tratamento, critérios utilizagasa interromper ou para prolongar o
tratamento. Além disso, as espécies e cepagidbmaniaenvolvidas podem modificar
a resposta ao tratamento (SCHUBACH et al, 2005; WRED et al, 2007,
OLIVEIRA-NETO et al, 2006; MISHA et al, 2007).

De um modo geral, a resposta terapéutica aos amtma tida como favoravel
na maioria dos casos de leishmanioses, com taxasrdevariaveis dependendo da area
endémica em questdo. Entretanto a ocorréncia He fa tratamento na leishmaniose
visceral, assim como, nas formas mucosa e cutaméd A parece estar aumentando
em intensidade e prevaléncia, tornando-se problesraum em algumas areas
endémicas (BERMAN, 1988; GROGL et al, 1992; ROJA&le 2006, RODRIGUES

et al, 2006, UNGER et al, 2009;GORSKY et al, 2010).



A maioria das drogas utilizadas no tratamento dahmeaniose, tanto o
antiménio pentavalente como as drogas de seguodihagem uma ou mais limitagdes
quanto ao seu emprego, tais como o custo elevatioyldbde de administracéo,
toxicidade ou ainda o desenvolvimento de resistéogntra 0s compostos antimoniais
0 que representa um grande obstaculo para o sudasecapia (MISHRA et al, 2007).
As razbes especificas para a nao resposta ao émtmminda ndo foram esclarecidas.
Possiveis propostas para a questdo da falha cbnigarasitologica e da variabilidade
de respostas terapéuticas apresentadas ao trabamemt antimbénio pentavalente
podem estar ligadas a resisténcia inerente doifmesssantimoénio, assim como, falhas
do hospedeiro quanto a resposta imune, fisiologidarenacocinética da droga
(BERMAN et al, 1982; MARSDEN, 1985BERMAN, 1988)

No estado do Rio de Janeiro, tratamento utilizalpmi®as doses de antimonio
pentavalente (5mg/kg/dia) ou ainda esquemas alieosa como a administracdo em
série ou intra-lesional (IL) tem sido utilizadosntosucesso, principalmente entre
pacientes com co-morbidades ou idosos nos quassea plena seria potencialmente
mais toxica (OLIVEIRA-NETO et al, 1997; OLIVEIRA-NED et al, 2006;
SCHUBACH et al, 2005; VASCONCELLOS et al, 2010). &naxa de 16% de
reativacao tem sido descrita para esta regido (BIRA-NETO et al, 1997). No Brasil,
um estudo de meta-analise relacionando respogtatamento antimonial em pacientes
com LTA, infectados potL. braziliensis foi encontrada uma taxa de cura média em
torno de 71,3% (TOUON et al, 2008).

Apesar da dificuldade de administracdo, da toxdedaotencial e do pouco
conhecimento sobre 0 mecanismo de a¢do dos andimgqréntavalentes, apds anos de

utilizagédo, ainda ndo ha no mercado um compostoaenldgico que seja igualmente



efetivo, ou superior ao antimonial pentavalente RGDEN, 1988). Além disto,
poucas sdo as drogas de segunda escolha dispomivestamento das leishmanioses
(CHAKRAVARTY et al, 2010).

Neste contexto, nos casos de impedimento do tratancem antimoniais ou de
falha ao medicamento de primeira escolha, a pediamie anfotericina B sdo os
farmacos de segunda escolha utilizados no tratanfBiRRSDEN, 1979; BERMAN &
LEE, 1983). Algumas drogas alternativas tém sidetolde estudos académicos ou de
instituicbes de pesquisas, mas até 0 momento atmaldarmacéutica ndo demonstra

interesse no desenvolvimento de novos farmacos 8ASM et al, 2010).

1.4.MECANISMO DE ACAO DOS ANTIMONIAIS

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavale®iey @inda ndo esta
totalmente elucidado. Sabe-se que o antimonio paletste atua como uma prodroga
que requer a conversao através da rediméivo para a forma trivalente (8 no sitio
de acéo (BAIOCCO et al, 2009; CASTILLO et al, 2010)

A atividade leishmanicida ocorre através da inibiga sintese de nucleosideos
da purina e de macromoléculas, da glicélise e do dio acido citrico (BERMAN et al.
1985; OUELLETTE & PAPADOPOQULOU, 1993). A acdo dadimoniais organicos
contra protozoarios pode envolver a ligacao davatio a grupos sulfidrila do parasito
(ROBERTS et al, 1995), podendo ser este 0 mecarienagdo e/ou toxicidade. Outros
mecanismos também tém sido discutidos, como pangloe a tripanotiona redutase
considerada essencial para a sobrevivéncia e naial@o parasito, atuando ainda como
mediador na resisténcia aos antimoniais. Desenhwodas drogas, mais acessiveis e

menos toxicas, tém sido propostas por pesquisadooes base neste sistema.



(BAIOCCO et al, 2009; CASTRO-PINTO et al, 2007; WME et al. 2004;
CUNNINGHAM & FAIRLAMB, 1995). Bombas de extrusdo @mtimdnio intracelular
também sdo descritas como mediadoras de resisténeiies protozoarios
(MOOKERJEE et al, 2008).

Agentes antimoniais pentavalentes menos toxicogmagkervir como uma pro-
droga que no novo sitio de acdo € convertida eimanio trivalente mais toxico e
mais potente que o antiménio pentavalente. O animndestes derivados encontra-se
sob a forma de pentoxido ligado a um meio organfoanando complexos com
aclicares como o &cido glucdnico no estiboglucodatsodio (MARSDEN, 1985
BERMAN, 1988). Sugere-se que 0 macrofago desempanpapel no mecanismo de
acdo dos antimoniais, onde ocorreria a concentrdgamtimonial pentavalente e a sua
conversao para trivalente (BERMAN & WYLER, 1980; BERTS et al, 1995) que
seria 0 responsavel de fato pela atividade leisioien (BERMAN et al, 1985;
ROBERTS et al, 1995; WYLLIE et al, 2004).

Estudos da atividade de agentes leishmanicidasitfmrealizados tanto vivo
em animais infectados experimentalmente, quaimo vitro, utilizando formas
promastigotas e amastigotas axénicas ou formas tigotas intracelulares
(FUMAROLA et al 2004). A forma promastigota é relamente menos sensivel ao
antiménio pentavalente, e a comparacao da sedsiddi de formas amastigotas
intracelulares de macrofagos com a forma proméastigm meio axénico demonstram
que a dose de inibicdo de ambos compostos (trn@yaente) é até 600 vezes maior
para promastigotas do que para amastigotas (BERMIAA. 1985, ROBERTS et al.

1995).
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A existéncia de leishméanias com uma sensibilidadmda aos antimoniais vem
sendo descrita e amostras de leishmanias meno$veisna acdo do antiménio
pentavalente podem sugerir uma resisténcia modeaadantimbénio na natureza
(GROGL et al, 1992). Sob presséo de drogagtro, verificou-se o desenvolvimento de
clones de promastigotas resistentes a concentracéescentes do antimonial
(estibogluconato de sddio). Segundo os autores,resisténcia adquirida foi estavel e
apos sucessivas passagens em cultura e manteep@s de passagens em animais.
Portanto, esta caracteristica permaneceu duraniifeaenciacdo para a forma
amastigota sugerindo a hipotese de que a resigi@éniro pode se estabeledarvivo
(GROGL et al, 1989)

As suscetibilidadem vitro ao antimdnio pentavalente a partir da determinacao
da concentracdo de inibicdo de 50%s{)Glas formas viaveis do parasito reportam
valores que podem variar segundo o método e asiespe parasitos analisados. Nos
estudos com amastigotas intracelularesLdgV.) braziliensis os valores da 6§
variaram de 9-128y/Sb/mL (ROJAS et al, 2006; AZEREDO-COUTINHO et al,
2007; ZAULI-NASCIMENTO et al, 2010).

Apesar da variabilidade de resultados apresentadokteratura, modelof
vitro tem se mostrado bons para avaliagdo da sensdslida farmacos. Segundo
Vermeersch et al (2009), quando mecanismos cetusto envolvidos no mecanismo
de acdo do farmaco, como é o caso do antiménicayaente, o modelo que utiliza
amastigotas intracelulares deveria ser empregadw qgadrdo ouro nos estudos. No
entanto, mesmo esse modelo apresenta dificuldanlesomirole e padronizacédo dos
experimentos, assim como na laboriosidade que odoétxige (FUMAROLA et al,

2004; SERENO et al, 2007).
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Embora varios estudos cientificos relacionados acamsmo de acdo e aos
fatores que podem influenciar ou determinar a t&sisa parasitaria ao farmaco de
primeira escolha no tratamento das leishmaniosg@mselescritos, ainda existe
necessidade de maior informacdo e/ou estudos atrdeénovas abordagens, que
permitam uma conclusdo mais consistente sobre assento, que até o presente

momento continua pouco compreendido.
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2.0OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Verificar a variabilidade genotipica e a sensibitld ao antimonial pentavalente

in vitro de amostras deeishmaniasp. obtidas de pacientes com LTA.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Vi.

Caracterizar fenotipicamente os isolado$ €ishmaniasp.;

Investigar a variabilidade genética de isolados Lagshmania (Viannia)
braziliensis,provenientes de evolu¢des clinicas tipicas ecat$pia LTA;

Detectar polimorfismos genéticos na populacdo Lééshmania (Viannia)
braziliensis em amostras pareadas, isoladas antes e apascesas terapéutico
ou reativacao;

Comparar a sensibilidade vitro ao antimonio pentavalente de pares de isolados
delL (V.) braziliensisantes e apos falha terapéutica ou reativacao da LTA
Comparar a sensibilidade vitro ao antim6nio pentavalente destes mesmos
pares de isolados em ambas as formas evolutivgm@sito (promastigotas e
amastigotas);

Correlacionar os resultados obtidos com os dadasces e de resposta

terapéutica ao antimonial.
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3. ARTIGOS SUBMETIDOS A PUBLICACAO

A metodologia empregada nesta tese e os resultdddiolos serdo apresentados

no formato de artigos cientificos publicados e asefde publicacéo.
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3.1. Leishmania (Viannia) braziliensisgenotypes identified in lesions of patients
with atypical or typical manifestations of tegumenary leishmaniasis: Evaluation

by two molecular markers

Artigo publicado no periodicexperimental Parasitology

Baptista C, Schubach AO, Madeira MF, Leal CA, P&, Oliveira FS, Conceicado-Silva F,
Rosalino CMV, Salgueiro MM, Pached®S. Leishmania (Viannia) braziliensigenotypes
identified in lesions of patients with atypical dypical manifestations of tegumentary

leishmaniasis: evaluation by two molecular markExq Parasitol2009; 121: 317-22.

Neste artigo nosso objetivo foi avaliar o perfiinggco entre dois grupos de
amostras dd.eishmaniasp. bem definidos: isolados provenientes de pteseocom
evolucdes clinicas tipicas e atipicas de LTA, zaditido diferentes marcadores (MLEE,
RAPD e LSSP-PCR). Um total de 34 amostras foranlismkas. Todos os isolados
foram identificados comd.. (V.) braziliensise nove perfis genéticos diferenciados
foram detectados. Nenhuma associacdo com a forim&eclfoi relacionada aos
genotipos identificados. Um dado interessante obtieste estudo foi a variabilidade
genética de amostras isoladas antes do inicicatieintento e apos a reativacao da leséao
em um mesmo paciente. Esse resultado levantou akyumpoteses, principalmente
relacionadas a selecdo de subpopulacdes que poeleratrbbuidas aos diferentes
esquemas terapéuticos empregados na rotina do dtakor de Vigilancia em
Leishmaniose (IPEC/FIOCRUZ) e nos motivou a analisa grupo maior de amostras
gue compdem os demais artigos desta tese.

Este artigo responde os objetivos i. e ii. deda.te
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Analyses of MLEE, RAPD and LSSP-PCR were used to compare the panel of american tegumentary leish-
maniasis (ATL) isolates obtained from lesions of patients with rare clinical manifestations of the disease
and typical lesions. All of the 34 samples analyzed by MLEE demonstrated similar electromorphic profiles
with Leishmania (Viannia) braziliensis reference strain. Through the RAPD analysis, nine genetic profiles
(genotypes) were identified. LSSP-PCR corroborates the initial screening and phenetic analysis has
grouped the isolates into two major clusters comprising the nine different genotypes. Prevalent genotype
defined as LbmtDNAgen1 was detected in the largest number of isolates. There was no association
between genotypes and clinical symptoms. However, two different genotypes could be identified in
the initial (LbmtDNAGen9) and reactivated lesion (LbmtDNAGen3) of the same patient. Our results sup-
port the idea of a less pronounced genotypic diversity among L. (V.) braziliensis circulating in the State of
Rio de Janeiro and demonstrate the useful application of these molecular markers in genetics variability
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1. Introduction

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is caused by Leish-
mania species of the subgenera Leishmania (Viannia) and Leish-
mania (Leishmania), which are transmitted to man and other
domestic and wild mammals by the bite of sandflies, and is distrib-
uted from the south of the United States to the north of Argentina.
In Brazil, ATL is found in all states and has shown a high incidence
over the last 20 years. The main clinical forms of ATL are cutaneous
leishmaniasis, mucosal or mucocutaneous leishmaniasis, and
diffuse cutaneous leishmaniasis (Marzochi, 1992).

In the State of Rio de Janeiro, L. (V.) braziliensis is the most pre-
valent species that has so far been implicated in the cycle of ATL.
However, more recently an autochthonous case of diffuse leish-
maniasis due to L (L) amazonensis has been reported (Azeredo-
Coutinho et al., 2007). Transmission mainly occurs in periurban
areas where the primitive rain forest vegetation is being replaced

* Corresponding author. Address: Centro de Referéncia em Leishmanioses,
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, IPEC/Fiocruz, Av. Brasil, 4365, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro CEP 21040-900, Brazil. Fax: +55 21 38659541.

E-mail address: cibele.baptista@ipec.fiocruz.br (C. Baptista).

0014-4894/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.exppara.2008.12.006

with disorderly human occupation. In this context, adaptation of
the vector Lutzomyia intermedia to the domiciliary and peridomicil-
iary environment has been observed, as well as the presence of in-
fected humans, dogs and horses (Aguilar et al.,, 1987; Barbosa-
Santos et al, 1994; Marzochi, 1992; Marzochi and Marzochi,
1994). The most frequent clinical manifestation is a recent single
or double cutaneous ulcer located in areas exposed to the bites
of sandflies, which shows a favorable response to antimonial ther-
apy. Multiple or localized skin lesions in areas normally covered by
clothing or lesions of long duration, mucosal lesions, an unfavor-
able response to antimonial treatment, and co-infection with
Mycobacterium are eventually observed (Matos et al., 2005; de
Schubach et al., 2005).

It is known that the clinical manifestations of the disease (Alex-
ander and Russell, 1992; Berman, 1997; Marzochi and Marzochi,
1994) and the response to treatment are related in part to the
Leishmania species involved (Grogl et al., 1992; Navin et al.,
1992). However, little is known about the importance of biological
variability within the same Leishmania species. Studies conducted
in Rio de Janeiro suggest that only one zymodeme (Z 27) of L.
(V.) braziliensis is involved in the disease in humans and animals
(Cupolillo et al., 2003). Several methods can be applied to molecu-
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lar epidemiology and to the study of genetic variability. Multilocus
enzyme electrophoresis (MLEE) is widely used for the taxonomic
characterization of Leishmania species (Cupolillo et al., 1994; Mo-
men et al., 1985; Pacheco et al., 1999) but is limited because the
marker is less polymorphic. Some techniques among others, are
more frequently applied to the study of genetic diversity in trypan-
osomatids, including the restriction fragment length polymor-
phisms of kDNA (RFLP) analysis (Tojal Silva et al., 2006), random
amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis (Hanafi et al., 2001;
Ishikawa et al., 2002; Martinez et al., 2003; Pacheco et al., 2005)
and low stringency single specific primer—polymerase chain reac-
tion (LSSP-PCR) analysis (Ferreira et al., 2007).

The objective of the present study was to determine the genetic
variability among human ATL isolates in the State of Rio de Janeiro
using MLEE as taxonomic tool and, RAPD and LSSP-PCR as poly-
morfic molecular markers to compare the panel of isolates ob-
tained from lesions of patients with rare clinical manifestations
of the disease with that of isolates obtained from patients with
manifestations typically found in the State.

2. Materials and methods
2.1. Samples and patients

A total of 34 Leishmania isolates obtained from tegumentary le-
sions of 32 patients living in the State of Rio de Janeiro and diag-
nosed at Centro de Referéncia em Leishmanioses, Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Funda¢do Oswaldo Cruz (CRLe-
ish/IPEC/FIOCRUZ) were studied.

Group I consisted of 25 Leishmania isolates obtained from 23 pa-
tients with the following clinical and epidemiological characteris-
tics of ATL rarely reported in this region: co-infection with
Mycobacterium sp., multiple/disseminated lesions, mucosal
involvement, atypical location of the lesions, long-term duration,
presence of lymphangitis/adenomegaly, and a poor initial response
to antimonial therapy or lesion reactivation after initially success-
ful antimonial treatment.

Group II consisted of isolates from nine patients examined dur-
ing the same period but with the following clinical and epidemio-
logical characteristics of ATL typically reported in the State of Rio
de Janeiro: patients of either sex and of different ages with one
or two cutaneous ulcers located in uncovered skin areas, lesion
duration of less than 6 months, no prevalence of cases with the
mucosal form, and a good response to therapy.

The study was approved by the Research Ethics Committee of
IPEC/Fiocruz (process 0016.0.009-02). All patients signed an in-
formed consent form before clinical evaluation and collection of
material from the lesions for Leishmania culture.

2.2. Leishmania isolates

Leishmania isolates were obtained by inoculation of biopsy frag-
ments from skin or mucosal lesions into biphasic NNN (Novy,
Nicolle and McNeal) medium enriched with Schneider’s medium
and 10% fetal bovine serum. The flasks with the inocula were incu-
bated at a temperature of 26 to 28 °C and monitored weekly for
growth until day 30. Positive cultures were maintained at the same
temperature, replaced weekly, cryopreserved, and expanded to ob-
tain a parasite pellet used for the techniques described below.

2.3. Multilocus enzyme electrophoresis

A system of eight enzymatic loci was used for MLEE: 6-phos-
phogluconate dehydrogenase (6PGDH, EC.1.1.1.43), phosphoglu-
cose isomerase (GPI, EC.5.3.1.9), nucleoside hydrolase (NH, 2 loci,

EC. 3.2.2.1), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH,
EC.1.1.1.49), malate dehydrogenase (MD, EC.1.1.1.37), malic en-
zyme (ME, EC.1.1.1.40), isocitrate dehydrogenase (IDHNADP,
EC.1.1.1.42), and phosphoglucomutase (PGM, E.C.1.4.1.9). The en-
zymes, electrophoretic conditions and substrates for development
were those described previously (Cupolillo et al., 1994; Pacheco
et al., 1999). The gels were analyzed by determining the electro-
phoretic mobility of the bands based on the standard positions of
the following reference strains: Leishmania (Viannia) braziliensis—
MHOM/BR/75/M2903, Leishmania (Leishmania) chagasi—MHOM/
BR/74/PP75, and Leishmania (Viannia) guyanensis—MHOM/BR/
1975/M4147.

2.4. Random amplified polymorphic DNA analysis

Parasite genomic DNA was extracted using a commercial kit
(DNA genomic Prep, Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
UK), followed by additional phenol-chloroform purifications
(Pacheco et al., 2005). DNA concentrations and purity were further
determined by agarose gel electrophoresis in comparison to known
concentrations of standard DNA.

Three decameric primers of arbitrary sequences from Operon
Technologies (Cologne, Germany; OPA-07, OPA-14, and OPA-19)
were used. The RAPD reactions were carried out according to man-
ufacturer recommendations using 20 ng DNA from each isolate in a
final volume of 25 pl. Amplification was performed in a thermocy-
cler using 1 cycle at 95 °C for 5 min, followed by 45 cycles at 95 °C
for 1 min, 36 °C for 30s, 72 °C for 2 min, and final extension at
72 °C for 10 min. The amplification products were analyzed on
2% agarose gel in 1x TBE buffer stained with ethidium bromide,
visualized under UV and photographed (UVP Bioimaging System).

2.5. PCR assay

DNA was extracted following a previously described protocol
(Oliveira et al., 2005). The DNA were amplified using a par of prim-
ers (BI: 5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' and B2: 5'-CTAATTGTG
CACGGGGAGG-3'), directed against the variable regions of kKDNA
(mitochondrial DNA) minicircles from Leishmania of the L. brazili-
ensis complex (Viannia subgenus) (de Bruijn and Barker, 1992).

2.6. LSSP-PCR reaction

L (V) braziliensis kDNA 750-bp fragments obtained by PCR were
purified by Wizard PCR Prep system (Promega) according to the
manufacturer’s recommendations. The LSSP-PCR reaction was per-
formed through specific amplifications of the 750 bp fragments
using the B1 sequence 5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' as the
specific primer. LSSP-PCR reaction was carried out in a 25-pl final
volume containing 40 pmol of the primer, 200 pM of each dNTP,
10 mM Tris-HCI at pH 8.6, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, and 4 IU
of Taq polymerase; 60 ng of each DNA template corresponding to
2 ul of the purified 750 bp fragment was added in the reaction.

Amplification was performed in a thermocycler using 1 cycle at
95 °C for 5 min, followed by 45 cycles at 95 °C for 1 min, 36 °C for
30s, 72 °C for 2 min and final extension at 72 °C for 10 min. The
amplification products were analyzed on 2% agarose gel or 7% poly-
acrylamide gel stained with ethidium bromide.

2.7. Numerical (phenetic) analysis

LSSP-PCR bands were compared using the simple matching
coefficient of similarity to determine the proportion of mismatched
bands between pairs of isolates. The similarity matrix was trans-
formed into a dendrogram using the UPGMA algorithm (Sneath
and Sokal, 1962). Phenetic analysis was performed with the
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NTSYS-pc program (version 2.02, Exeter Software, Setauket, NY,
USA).

3. Results

All of the 34 human samples analyzed by MLEE demonstrated
similar electromorphic profiles which were similar to that of L.
(V.) braziliensis reference strain (MHOM/BR/75/M2903). No isoen-
zymatic variants were observed between parasites isolated from
groups I and II, or between isolates obtained from initial and reac-
tivated lesions.

For RAPD analysis, all conditions such as reagents and DNA con-
centrations of the isolates and thermocycling conditions were the
same during all experiments. Three primers (OPA-7: 5'-
GAAACGGGTG-3’, OPA-14: 5-TCTGTGCTGG-3, OPA-19: 5'-
CAAACGTCGG-3'") were selected because they amplified the 34 iso-
lates (25 of group I and 9 group II) with good reproducibility and
provided more clearly visible bands. Table 1 illustrates the genetic
profiles expressed as bands shared by each isolate and the geno-
types identified.

LSSP-PCR analysis corroborates the initial screening confirming
the identification of the previous nine genotypes. Phenetic analysis
of the LSSP-PCR profiles (Fig. 1) has grouped the isolates into two
major clusters comprising the nine different genotypes. Table 2
summarizes the genetic profiles expressed as bands shared by each
isolate, the phenetic clusters obtained, and the genotypes identi-
fied in each cluster. Two clusters comprising the nine genotypes
were identified and the LSSP-PCR dendrogram formed by the data
matrix is shown in Fig. 2.

Cluster 1 included the largest number of isolates, with the same
genotype (100% similarity) being detected in 64.7% of the samples
(22/34) as well as the L. (V.) braziliensis reference strain. This pre-

Table 1
Shared bands observed in RAPD analyses with 3 different primers and genotypes
detected.

Isolate Shared bands Group Genotype
1 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1
2 13,5,7,8,9,10,11, 13 11 1
3 1,3,5,7,8,9,10, 11, 13 1 1
5 1,3,5,7,8,9,10, 11, 13 I 1
6 13,5,7,8,9,10,11, 13 I 1

30 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1
7 13,578,910, 11, 13 I 1

27 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1

26 13,5,7,8,9,10,11, 13 11 1
8 13,578,910, 11, 13 I 1

24 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1

23 13,5/7,8,9,10,11, 13 I 1
9 13,5,7,8,9,10,11, 13 I 1

10 13,5,7,8,9,10,11, 13 11 1

11 13,5,7,8,9 10,11, 13 11 1

19 13,5/7,8,9 10,11, 13 I 1

17 13,578,910, 11, 13 I 1

16 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1

15 13,5/7,8,9, 10,11, 13 1 1

14 13,57,8,9,10,11, 13 1 1

13 13,5,7,8,9,10,11, 13 11 1

12 13,5,7,8,9 10,11, 13 I 1

22 1,2,3,5 78,910, 11, 13 I 2

25 1,3,4,5,7,8,9,10, 11, 13 I 3

28 1,3,4,57,8,9,10, 11, 13 I 8

33 1,3,4,5,7,8,9,10, 11, 13 11 3

29 1,3,4,5/7,8,9,10, 11, 13 I 3

35 1,3,4,5,7,9, 10,11, 13 11 4
4 1,3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13 I 5

34 1,3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13 1 5

21 1,2,3,4,5,7,8,9,10, 11, 12, 13, I 6

20 1,2,3,5 78,9, 10, 11, 12, 13 I 7

31 1,3,56,7,9 10, 11, 12, 13 11 8

32 1,3,5,7,9,10,11,12, 13 11 9

Fig. 1. Gel electrophoresis showing LSSP-PCR profiles of the nine representative
genotypes. M: 100 bp DNA ladder, PC: positive control (L. (V.) braziliensis reference
strain—MHOM/BR/75/M2903), 1-3: genotype 1, 4: genotype 2, 5: genotype 3, 6:
genotype 4, 7: genotype 5, 8: genotype 6, 9: genotype 7, 10: genotype 8, 11:
genotype 9, NC: negative control.

valent genotype was defined as LbmtDNAGen1. Other genotypes
(LbmtDNAGen2, LbmtDNAGen3, LbmtDNAGen4, LbmtDNAGen5,
LbmtDNAGen6) were also grouped in Cluster 1. Cluster 2 included
the genotypes LbmtDNAGen7 (samples 25, 28, 33 and 29),
LbmtDNAGen8 (sample 31) and LbmtDNAGen9 (sample 21).

Recurrences of initial lesions were observed in seven patients.
LbmtDNAGen1 (samples 30, 12, 14, 17, 1, and 9) and LbmtDN-
AGen3 (sample 22), belonging to cluster 1, were identified in these
samples obtained from reactivated lesions after previous
treatment.

The LbmtDNAGen1 genotype was detected in two samples from
the same patient (samples 6 and 7) with multiple lesions. Geno-
types LbmtDNAGen9 and LbmtDNAGen3, belonging to clusters 2
and 1, respectively, were detected in another patient from samples
obtained before and after treatment (21 and 22). Parasites present
in the reactivated lesion (22) belonging to cluster 1, whereas par-
asites present in the primary lesion belonged to cluster 2 (21). As
could be observed, the genetic profile present in the initial lesion
differed from that identified in the reactivated lesion,

4. Discussion

The aim of the present investigation was to evaluate the genetic
variability between Leishmania samples studied by RAPD and LSSP-
PCR obtained from lesions of patients with typical or atypical clin-
ical characteristics of ATL seen at the IPEC-Fiocruz outpatient
clinic, Rio de Janeiro, Brazil.

The most frequent manifestation of ATL is a single cutaneous ul-
cer located in uncovered areas of the body, which presents a circu-
lar shape, elevated and well-defined borders and a granular base
(Oliveira-Neto et al., 1988). This form was the most predominant
in the two groups studied, with the upper and lower limbs being
the most affected sites. In infections with L. (V.) braziliensis, regio-
nal lymphadenopathy generally precedes the occurrence of ulcer-
ations by 1 to 12 weeks (Barral et al., 1992; Gontijo and de
Carvalho, 2003). In the present study, lymphangitis was observed
in seven cases of group I. Six isolates were detected in the cluster
1 (LbmtDNAGen1 and LbmtDNAGen2) and one isolate was de-
tected in Cluster 2 (LbmtDNAGen7).

The duration of mucosal disease ranged from 8 months to 5
years in 10 of the patients studied. Of these, two required ampho-
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Table 2

LSSP-PCR analysis (shared bands), clinical conditions and genotypes identification.

Sample Group Clinical condition Shared bands Genotype Cluster
2 Il Cutaneous 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
3 I Cutaneous 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
5 I Mucocutaneous’ 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
6 I Cutaneous' © 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

30 I Mucocutaneous® 1,2,3,4,56,8,9 LbmtDNAGen1 1
7 I Cutaneous'® © 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

27 I Cutaneous* 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

26 Il Cutaneous 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
8 I Cutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

24 I Mucocutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

23 I Cutaneous? 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

12 I Mucocutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

13 11 Cutaneous 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

14 I Mucocutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

15 I Cutaneous® 1,2,3,4,56,8,9 LbmtDNAGen1 1

16 I Cutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

17 I Cutaneous? 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
1 I Mucocutaneous>* 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

19 I Cutaneous?* 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

11 Il Cutaneous 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

10 Il Cutaneous 1,2,3,45,6,8,9 LbmtDNAGen1 1
9 I Mucocutaneous® 1,2,3,4,5,6,8,9 LbmtDNAGen1 1

20 I Cutaneous*® 1,2,3,4,5,6,8,9, 11,12 LbmtDNAGen2 1

22 I Mucocutaneous>®’ 1,2,4,6,9,10 LbmtDNAGen3 1

35 Il Cutaneous 1,2,3,56,7 LbmtDNAGen4 1
4 I Mucosal®’ 1,2,5,6,8,9 11 LbmtDNAGen5 1

34 I Mucocutaneous?® 1,2,56,8,9 11 LbmtDNAGen5 1

32 Il Cutaneous 1,2,4,6,7,8 LbmtDNAGen6 1

25 I Cutaneous® 1,2,3,4,6,8 LbmtDNAGen7 2

28 I Cutaneous 1,2,3,4,6,8 LbmtDNAGen7 2

33 Il Cutaneous 1,2,3,4,6,8 LbmtDNAGen7 2

29 I Mucocutaneous 1,2,3,4,6,8 LbmtDNAGen7 2

31 11 Cutaneous 1,2,4,5,6,8,10 LbmtDNAGen8 2

21 I Mucocutaneous?®’ 1,2,5,6,9 11,12 LbmtDNAGen9 2

Group I: Samples obtained from lesions of patients with rare clinical manifestations such as 'Multiple/disseminated lesions, primary lesion of patient with reactivation,
3reactivated lesion, “resistance to treatment (cure with pentavalent antimony), >resistance to treatment (cure with amphotericin B), ®presence of lymphangitis/adenomegaly,
"presence of co-infections, ®isolate obtained from the same patient. Group II: Samples obtained from patients with typical clinical manifestations.

Cluster 1

29
—'I Cluster 2 3l

f T T T T

T
066 075

T
083 092 100

Fig. 2. UPGMA dendrogram built with the simple matching coefficient of similarity based on the genetic profiles obtained from LSSP-PCR.

tericin B treatment (1, 24), four presented lesion reactivation (pa-
tients with isolates 9, 14, 22 and 30), and two were only cured after
prolonged treatment. The factors that contribute to the progression
of initially cutaneous disease to the late mucosal form are not com-

pletely understood, but it is believed that a delay in the healing of
primary skin lesions and inadequate initial treatment are associ-
ated (Marsden, 1990; Marsden et al., 1998; Romero et al., 1996).
Patients of group I, who presented mucosal involvement, had le-
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sions in the nose, mouth and/or palate, larynx and pharynx.
Involvement of mucosae other than those of the upper airways is
an exception. In the present study, we observed one atypical case
in which the glans was affected (sample 24—LbmtDNAGenT1).

Recurrence of leishmaniasis after treatment is related to the im-
mune status of the patient (Saravia et al., 1990), the clinical form of
the disease and also to virulence factors of the parasite. It is inter-
esting to note that cluster 1 was formed by seven samples (30, 12,
14, 17, 1, 9, and 22) obtained from the reactivated lesions of pa-
tients who presented clinical recurrence after a first successful
treatment. The genotypes defined for this phenetic cluster were
LbmtDNAGen1 (30, 12, 14, 17, 1, and 9) and LbmtDNAGen3 (22).
The presence of co-infections (tuberculosis and leprosy) was a fac-
tor that impaired the treatment of the patients studied here (4 and
22).

In patients from endemic areas, the distinction between reacti-
vation and re-infection is not always an easy task (Saravia et al,,
1990), a fact suggesting the need for genetic screening and the
identification of strains circulating in the area (Pacheco et al,
1995). In addition, the persistence of parasites in healed lesions
demonstrated by PCR and parasite isolation confirms the viability
of this parasite for years after treatment (Schubach et al,
1998a,b; Mendonca et al., 2004). In the present study, two geno-
types could be identified in the initial (LbmtDNAGen9) and reacti-
vated lesion (LbmtDNAGen3) of the same patient.

Multiple lesions were observed in two patients, in whom only
genotype LbmtDNAGen1 was identified. Gontijo et al. (2002)
attributed the high rate of multiple lesions observed in the State
of Minas Gerais to vectorial pressure during periods of high trans-
mission, suggesting the possibility of multiple independent infec-
tions. According to Schriefer et al. (2004), in the State of Bahia,
specific genotypes defined by RAPD analysis were correlated with
the mucosal and disseminated clinical form of ATL. In the present
study, no association could be established between certain geno-
types from samples obtained from skin or mucosal localized or dis-
seminated lesions. However, some particularities were observed.
Most samples analyzed belonged to genotype GenLbOPA-1 allo-
cated to cluster 1. Another particularity was the clustering of two
genotypes identified in the initial (LbmtDNAGen9) and reactivated
lesion (LbmtDNAGen3) of the same patient. The genotypic diver-
sity (GD) estimated based on the number of genotypes detected
among all isolates analyzed was 0.26 (9/34), a finding indicating
an epidemiological pattern of ATL of low complexity in the State
of Rio de Janeiro. The detection of one prevalent genotype
(LbmtDNAGen1) in the largest number of isolates obtained from
both patients presenting atypical clinical conditions (group I), such
as reactivations, resistance to treatment and multiple/dissemi-
nated lesions, and patients with the typical clinical signs of ATL
(group II) also supports the idea of a less pronounced genotypic
diversity among L. (V.) braziliensis circulating in the State of Rio
de Janeiro.

Our results demonstrate the useful application of RAPD and
LSSP-PCR in genetic diversity of leishmanial parasites providing
important information about Leishmania subpopulations present
in distinct clinical manifestations in which the definition of circu-
lating genotypes could be easily assessed.
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Summary

Background. The drug of first choice for treatment of the american tegumentary
leishmaniasis (ATL) is the pentavalent antimony but cases of therapeutic failure or lesion
reactivation after successful initial treatment have been confirmed in endemic areas.

Aim. To investigate genetic polymorphism in Leishmania (Viannia) braziliensis population
previously typed through isoenzyme electrophoresis, isolated in two different moments
(before the beginning of treatment and after treatment failure to meglumine antimoniate or
reactivation after successful initial treatment).

Methods. The variable region of amplified kDNA minicircles of Leishmania (V)
braziliensis from 15 pairs of isolates obtained from cutaneous lesions, respectively, before
(samples A) and after reactivation or therapeutic failure to treatment (samples B) were
assessed using the polymorphic molecular marker LSSP-PCR

Results. Following the phenetic analysis the genetic profiles of the samples were grouped
in four clusters. Only the isolates from two patients presented total identity (Simple
Matching coefficient of similarity = 1). Most isolates presented similarity coefficients
varying from 0.63 to 0.91. In this group of patients genetic polymorphisms could be
observed indicating low similarity between the samples A and B.

Conclusions. The results demonstrate the existence of genetic polymorphism between the
samples isolated before treatment and after reactivation or treatment failure, suggesting a
possible differentiation of the structure of the original parasite population which could be

involved in the mechanisms of resistance to treatment or reactivation of lesions in the ATL.
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Introduction

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is endemic in Latin America and its
expansion has been associated to the urbanization process. In Brazil, the disease is
widespread and presents regional particularities, such as the occurrence of severe forms and
resistance to treatment. In the state of Rio de Janeiro Leishmania (Viannia) braziliensis is
the main species involved in ATL cases.' The clinical manisfestations of the ATL are very
complex varying from the appearance of cutaneous lesions in areas exposed to the bite of
Phlebotominae insects and with favorable response to therapy to the ocurrence severe
mucosal forms of difficult treatment.”

There are few drugs available for ATL treatment.” Trivalent antimony was
introduced around a hundred years ago by Gaspar Vianna in 1912 and although it has
limited administration, adverse side effects, variable response as far as clinical healing and
recurrence, antimony is still the drug of first choice in the form of pentavalent antimonials.*
In Brazil, it is used as meglumine antimoniate - Glucantime®.’

Response to the treatment of ATL is normally favorable but cases of therapeutic
failure or clinical reactivation have been reported in some endemic areas. The therapeutic
failure is defined by the absence of lesion epithelizations after treatment otherwise,
reactivation is characterized by the reappearance of vesicles or papules on ATL cutaneous
scars or around it which may happen months or years after initial clinical healing.®” The
emergence of drug resistance becomes a major challenge in leishmaniasis.*” These
challenges are enhanced with the occurrence of coinfection with HIV,'’ increased
migration, changes in the environment, difficulties in controlling the epidemics,

. . . L1112
introduction of new species or emergence of subpopulations.
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From 1998 to 2010, cases of reactivation and treatment failure in patients diagnosed
with ATL in the Evandro Chagas Clinical Research Institute — Oswaldo Cruz Foundation
(IPEC-Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil have been notified in 15% of the patients. The
mechanism involved in the poor response to therapy in leishmaniasis remains unclear to
date and monitoring of these cases may help to understand the factors associated with drug
resistance. "

Aiming at detecting genetic polymorphism among parasites from patients that
presented these therapeutic failure or reactivation of cutaneous lesions, the technique of low
stringency single specific primer - polymerase chain reaction (LSSP-PCR) was used in
paired isolates of Leishmania (Viannia) braziliensis in two different times: before

beginning treatment for ATL and after treatment failure or reactivation.

Methods
Samples studied

A descriptive study of 15 pairs of isolates of Leishmania sp. separated in two
groups: samples A — isolates obtained from initial lesions (before treatment with
pentavalent antimony) and samples B - isolated from lesions of patients with treatment
failure to meglumine antimoniate or reactivation after successful initial treatment. All 15
patients were diagnosed at IPEC-Fiocruz from 2002 to 2010.

The study was approved by the Research Ethics Committee of [IPEC/Fiocruz under

number 0016.0.009-02 and all patients signed a free informed consent form.

Isolation and in vitro culture

Page 4 of 17
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Fragments of cutaneous lesions obtained by biopsy were collected aseptically and
immediately immersed in saline solution containing antibiotics and antifungal (100U
penicillin and 50ug of 5’fluorocitocine) and kept for 24 hours at 4°C. After this period,
samples were fragmented and transferred to tubes containing Biphasic Novy- Nicolle-
McNeal (NNN) culture medium and Schneider’s culture medium enriched with Fetal Calf
Serum, maintained at 28°C, during 30 days. Promastigotes were rapidly expanded (up to

6™ passage) to obtain parasite pellet.

Multilocus enzyme electrophoresis

The parasite homogenate was transferred to agarose gel (1%) and submitted to
electrophoresis. A system of eight enzymatic loci was used for multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE): 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGDH, EC.1.1.1.43),
phosphoglucose isomerase (GPI, EC.5.3.1.9), nucleoside hydrolase (NH, 2 loci, EC.
3.2.2.1), glucose-6-phosphate  dehydrogenase = (G6PDH, EC.1.1.1.49), malate
dehydrogenase (MD, EC.1.1.1.37), malic enzyme (ME, EC.1.1.1.40), isocitrate
dehydrogenase (IDHNADP, EC.1.1.1.42), and phosphoglucomutase (PGM, E.C.1.4.1.9).
The enzymes, electrophoretic conditions and substrates for development were those
described previously.14 The gels were analyzed by determining the electrophoretic mobility
of the bands based on the standard positions of the following reference strains: Leishmania
(Viannia) braziliensis - MHOM/BR/75/M2903, Leishmania (Leishmania) chagasi -

MHOMY/BR/74/PP75, and Leishmania (Viannia) guyanensis - MHOM/BR/1975/M4147.

PCR assay
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DNA was extracted from the samples according protocols previously described
(Oliveira et al., 2005, Baptista et al, 2009). DNA was amplified using a pair of primers (BI:
5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' and B2: 5-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3'),
directed against the variable region of kDNA minicircles (mitochondrial DNA) of

Leishmania braziliensis complex species (Viannia subgenus).

LSSP-PCR
Fragments of 750-bp of kKDNA of L (V) braziliensis obtained by PCR were purified
using Wizard PCR Preps system (Promega®) following manufacturer’s instructions.
LSSP-PCR reaction was carried out from the amplification of the 750bp fragment
with a single specific primer using the sequence 5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3'."
Amplification was performed like previously described.”® The amplification
products were analyzed on 2% agarose gel or 1.8% agarose (Sigma®) gel visualized with
ethidium bromide under UV light. Reproducibility of LSSP-PCR method was assessed

after three repetitions under identical conditions with retention of observed profiles.

Numerical (phenetic) analysis

LSSP-PCR bands varying from 200 to 750bp were compared using the Simple
Matching coefficient of similarity to determine the proportion of mismatched bands
between pairs of isolates. The similarity matrix was transformed into a dendrogram using
the UPGMA algorithm. Phenetic analysis was performed with the NTSYS-pc program

(version 2.02, Exeter Software, Setauket, NY, USA).

Page 6 of 17
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Results

All patients presented ATL cutaneous form. Eleven presented 1 to 3 lesions, two
patients with 5 to 6 lesions, and two others presenting disseminated cutaneous
leishmaniasis. The time elapsed between the obtainment of each pair of isolates ranged
from 5 months to 28 months. Treatment failure occurred in four patients (2, 3, 4 and 7) and
the others showed reactivation after successful initial treatment (Table 1). Except one
patient which received 10mg/Kg/day on the first treatment (patient 1), the others received
low doses of antimony pentavalente (Smg/kg/day) with continuous or intermittent
schedules or also intralesional injection (patients 4, 5, 6, 7, 10 and 12). All patients were
retreated with repetition of the first therapeutic schemes. Five patients (1, 4, 7, 9 and 10)
required one third treatment with drugs of second line. Only one patient (patient 3)
abandoned treatment. The others presented healing of the lesions after final retreatment.

All isolates were taxonomically classified as L. (V.) braziliensis by isoenzyme
electrophoresis. No isoenzymatic variants were observed between parasites isolated from
samples A and B.

In all samples, the 750pb diagnostic band was detected through PCR from the
amplification of the variable region of KDNA minicircles. The samples analyzed by LSSP-
PCR presented genetic polymorphism showing profiles with different degree of complexity
(Fig. 1).

After analysis of a total of 12 bands, the samples were grouped into four clusters.
Isolate 13A shared 100% characters in common with the reference strain of L. (V.)
braziliensis. Intrapair genetic similarity (A and B) was 100% in pairs of isolates 2 and 3.

The similarity of the others ranged from 0,63 to 0,91. The pairs of isolates genetically more
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differentiated were 5, 6, 12 and 14, whose A and B isolates were grouped in different

clusters (Fig. 2).

Discussion

Molecular biology techniques are useful tools for species identification and analysis
of genetic diversity in epidemiological studies of pathogenicity and drug resistance. Genetic
polymorphisms have been detected in samples from patients with typical and atypical
clinical manifestations of ATL, including parasites from lesions after reactivation.'®!’
Kumar et al.'® reported a high rate of genetic polymorphism among parasite isolates from
patients failing therapy treatment in cases of human visceral leishmaniasis, which may
indicate conversion of parasite naturally sensitive to drugs to the resistant condition, or
even the in vivo selection of mixed populations.'’

To our knowledge, this is the first work to report LSSP-PCR analysis in paired
isolates from the same lesion of patients with ATL acquired before the beginning of
treatment and after treatment failure or reactivation of the cutaneous lesion. In Brazil, the
therapeutic response to antimonials is considered favorable in most leishmaniasis cases,
with variable healing rates: However, treatment failure in visceral leishmaniasis and
cutaneous and mucocutaneous forms seem to be increasing in intensity and prevalence,
becoming common problems in many endemic areas.****!

Our research group has been detecting cases of reactivation and therapeutic failure
in patients treated in the State of Rio de Janeiro. It is known that reactivation can occur in
16% of cases under leishmaniasis treatment.** In addition, the persistence of parasites may
be detectable months or years after treatment, in blood and ATL scars also showing parasite

e 20304
viability.>**
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Possible proposals for the issue of clinical failure or parasitological persistence and
the inconsistency of the therapeutic responses to treatment with pentavalent antimony may
be linked to inherent resistance of parasite to antimony, failures of the host related to its
immunity and physiology and pharmacokinetics of the drug. On the other hand, the
capacity that some individual present to control infection and parasite replication without
apparent clinical disease progression, may be the result of a good modulation of immune
response.” History of previous or irregular treatment to leishmaniasis, presence of three or
more lesions, long time of evolution of the disease and also the presence of comorbidities
may be associated to therapeutic failure.”! However, other factors can be involved in same
cases of therapeutic failures without presence of these conditions.

In this study, all patients presented clinical manifestations of cutaneous
leishmaniasis. Only two patients presented disseminated cutaneus lesions and their isolates
(15 and 9) were grouped in clusters 2 and 3, respectively. All accompanied patients
obtained clinical healing after retreatment. Five patients experienced clinical cure after final
retreatment with second choice drugs (amphotericin B and pentamidin) of whose three
patients received initial treatment with intralesional injections. The others patients were
cured with repetition of the first therapeutic scheme. Treatments using low doses or
alternative schedules of antimony have been demonstrated successes, especially in patients
with comorbities, children or elderly people where high doses could be potentially more
toxic.”

The molecular marker used in the present study is considered highly polymorphic
and has been used in investigations of intrapopulational genetic variability as an important
tool to demonstrate polyclonality and tropism of parasite populations.]5 Previous results

using LSSP-PCR also confirmed intrapopulational genetic variability, distinguishing
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between two isolates from the same patient before and after reactivation.'® In the present
study 13.33% (4/30) of the samples showed similarity index equal to 1, which includes the
pairs of isolates from patients 2 and 3 (A and B). Such pair of isolates was obtained from
patients presenting therapeutic failure after 7 months (patient 3) and 14 months (patient 2).
Two out of four patients that presented therapeutic failure were grouped in the cluster 1 and
the others in the cluster 3. The time between the first and second isolation ranged from 18
to 21 months, suggesting that the elapsed time in different phases of clinical development
may influence the genetic profiles detected. In the other samples a greater or lesser
intrapair similarity could be detected with greater genetic diversity observed in isolates 4,
5,6, 12 and 14.

Different parasite subpopulations may be involved in the transmission cycle of
leishmaniases and the emergence of more resistant populations or able to cause atypical
clinical manifestations should be detected in an attempt to control such eventual cases."”
The four clusters assessed in this study grouped isolates from patients with reactivation
after successful inicial treatment. These results suggest that the polymorphism existing
between pairs of isolates from the same patient may be related to the in vivo emergence of
subpopulation from a polyclonal inoculum or from selection by exposure to treatment.'*"
The differentiation in the structure of the original parasite population could be involved in
the resistance mechanisms to treatment or lesions reactivation in the LTA. Further
molecular studies added to in vitro sensitivity phenotype to pentavalent antimony and

immunological mechanisms of the host could be useful tools for a better understanding of

these human cases of initial treatment failure or clinical recurrence of ATL.
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Table 1 Data from 15 patients with ATL with failure to treatment or reactivation. CL

(cutaneous leishmaniasis), DiCL (disseminated cutaneous leishmaniasis).

Patient and Clinical form/ Time between

Condition after

Drug used in the

1solate n° of lesions first and second first treatment final retreatment
number isolation (months)

1A CL 6 Reactivation Pentamidine
1B 1

2 A CL 14 Treatment failure  Glucantime
2B 5

3A CL 7 Treatment failure = Abandon

3B 2

4A CL 21 Treatment failure  Anphotericin B
4B 1

5A CL 10 Reactivation Glucantime
5B 6

6A CL 5 Reactivation Glucantime
6B 2

7A CL 18 Treatment failure  Anfotericina B
7B 1

8 A LC 10 Reactivation Glucantime
8B 2

9A DiCL 13 Reactivation Anfotericina B
9B Many

10 A CL 13 Reactivation Anfotericina B
10B 1

11 A CL 6 Reactivation Glucantime
11B 1

12 A CL 19 Reactivation Glucantime
12B 2

13 A CL 10 Reactivation Glucantime

13 B 3

14 A CL 27 Reactivation Glucantime

14 B 1

15 A DiCL 13 Reactivation Glucantime
15B Many
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Figure 1 Representative genetic profiles of samples generated by LSSP-PCR. M: 100 base pairs,
Lb: L. (V.) braziliensis - MHOM/BR/75/M2903), 1-8: isolates from the initial lesion (A) and isolates
from the recurrent lesion (B). More divergent genetic profiles are observed in isolates 4 - 8.
210x150mm (150 x 150 DPI)
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3.3. American cutaneous leishmaniasis caused hgishmania (Viannia) braziliensis
resistant to meglumine antimoniate and with good rgponse to pentamidine: a case

report

Artigo aceito para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical

Pimentel MIF, Baptista C, Rubin EF, VasconcellosFECyral MR, Salgueiro MM, Sahekil
MN, Rosalino CMV, Madeira MF, Silva AF, Confort ENBchubach AO. American cutaneous
leishmaniasis caused theishmania (Viannia) braziliensigsistant to meglumine antimoniate

and with good response to pentamidine: a casetrép®r Sob Bras Med Trop011.In press

Neste artigo relatamos um caso de um militar leimsilcom leishmaniose
cutanea, cuja lesdo reativou apds dois tratamesigi@micos com antimoniato de
meglumina. O tratamento com anfotericina B foi iimmpido por intolerancia a
medicag&o. Neste momento, isoladod dishmaniasp.foram obtidos. Seis infiltragcdes
intralesionais de antimoniato de meglumina forammiadtradas sem resposta. Um
novo isolamento parasitario foi obtido. Parasitosvenientes da primeira e segunda
biopsias foram identificados comlceishmania (Viannia) braziliensipor MLEE e
avaliados quanto a sensibilidantevitro ao antimonial pentavalente. O paciente apés
tratamento intramuscular com pentamidina (4mg/kyesentou cura e a lesdo nao
reativou. Os parasitos isolados na primeira biéppr@sentaram maior sensibilidade ao
antimoniato de meglumina do que os da segunda ibiGagierindo que o regime
terapéutico possa ter influenciado este resultado.

Este artigo responde ao objetivo (i) e parcialmantebjetivo (iv) desta tese.
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American cutaneous leishmaniasis caused thyeishmania (Viannia) braziliensis
resistant to meglumine antimoniate and with good rgponse to pentamidine: a case
report
Leishmaniose cutanea americana causadd pedhmania (Viannia) braziliensis
resistente ao antimoniato de meglumina e com keposta terapéutica a pentamidina:
relato de um caso

Running Title: Cutaneus leishmaniasis responsive to pentamidine
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RESUMO

Relatamos um caso de um militar brasileiro conhtemniose cutanea, cuja leséo reativou apos

dois tratamentos sistémicos com antimoniato de um@ghk. Foi tratado com anfotericina B,

mas precisou interromper por intolerancia & medicaé\pos isolamento deeishmaniasp.,
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seis infiltragBes intralesionais de antimoniatondeglumina foram realizadas, sem resposta.
Promastigotas dé.eishmaniasp. foram novamente isoladas. Foi submetido a ntext&o
intramuscular com pentamidina (4mg/kg). Parasitaspdmeira e segunda biépsias foram
identificados comoLeishmania (Viannia) braziliensisos da primeira bidpsia eram mais
sensiveis ao antimoniato de megluminavitro do que os da segunda bidpsia. A lesdo nao
reativou.

Palavras-chavesi eishmaniose cutanea. Terapéutica. Resisténciecamadntosa.

ABSTRACT

We report a case of a Brazilian soldier with cutarseleishmaniasis. Lesion relapsed after two
systemic treatments with meglumine antimoniate. pditeent was treated with amphotericin B,
interrupted due to poor tolerance. After isolatifieishmaniasp., six intralesional infiltrations
of meglumine antimoniate resulted in no respohséshmaniasp. promastigotes were again
isolated. Patient was submitted to intramusculag/égpentamidine. Parasites from the first
and second biopsy were identifiedlagshmania (Viannia) braziliensishe ones from the first
biopsy were more sensitive to the meglumine antiatetin vitro than those isolated from the
second biopsy. No relapse was observed.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis. Therapeutics. Drug resista

INTRODUCTION

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is a diseaaused by protozoan parasites of the
genusLeishmania Several wild and domestic animals serve as ressrof the parasite and
humans are the secondary host. Transmission otiaosgh the bite of different species of
phlebotomine sand flies, which vary according te tieographical region. The incubation
period ranges from few days to several months. disease often manifests as a papule that
evolves into a nodule and frequently ulcerates witlistinctive infiltrated border. Primary
lesion is usually solitary, but more than one lesitight be observéd

Leishmania (Viannia) braziliensis widely distributed in Brazil and is mainly ressible for
cutaneous leishmaniasis (CL) and for occasionalogaicor mucocutaneous presentations. The
last two forms are associated with significant nigit".

Pentavalent antimonials (SH5are considered to be the first-choice drugs. tazB a daily
dose of 10 to 20mg/kg Sbadministered for 20 days is recommended for Cholfemission is
observed, a second treatment is administered fod&8®. In the absence of a therapeutic
response, the second drug of choice (amphoterigiis Rised. The third drug of choice is

pentamidiné All of these medications are parenterally adntémisd and may result in mild to
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severe side effects. Pentavalent antimonials casechyperamylasaemia, ECG abnormalities,
bone marrow suppression and hepatotoxicity, as waellconstitutional symptoms such as
myalgia, arthralgia, headache, fever, nausea, vagniand pain at the site of drug application
(when intramuscularlyf. Amphotericin B may result in anaemia, cardiac aegphrotoxic
effects, hypokalaemia, and constitutional side adfesuch as nausea, vomiting, phlebitis,
shivering and fevér which sometimes require the interruption of tnet. Pentamidine is
known for its cardiac toxicity, nephrotoxicity, hyignsion, hypoglycaemia, but the major
concern is the possibility of development of dialsanellitus.

We report a case of CL causedlmishmania (Viannia) braziliensia a Brazilian soldier, who
probably acquired the disease in Ecuador during iitang mission. The lesion was
unresponsive to two complete courses of pentavad@timonials and to six intralesional
applications of the drug. The patient did not talertwo different forms of amphotericin B
(desoxycholate and liposomal), which caused canistital symptoms. The lesion finally

receded after treatment with 2.4g of pentamidirth ¥éw side effects.

CASE REPORT

A 35 year-old white male military officer, with aemght of 77kg and living in Rio de Janeiro,
Brazil, had been in Ecuador between May 2005 ané 2006 in a military mission. In March
2006, a furunculoid lesion arose on his right aniich was treated with antibiotics. The lesion
increased in diameter and ulcerated, and the d&god CL was made (imprint positive for the
parasite). Patient was treated with pentavalenmanial (meglumine antimoniate 10mL/day
for 30 days - approximately 10mg/kg Skger day), which resulted in apparent resolutiothef
lesion. Twenty days later, the lesion ulceratedraggack to Brazil, the patient was submitted
to a second treatment with meglumine antimoniathetsame dose for 30 days, with apparent
healing of the lesion. Twenty days later, the lesitcerated again.

Next, patient received 25mg of amphotericin B dgsbrlate, but he did not tolerate the drug
(due to high fever, malaise, headache, chills). Nimatment with liposomal amphotericin B
was initiated, but as the cumulative dose increadedpatient did not tolerate this drug either
(again due to moderate fever, chills, myalgia, ypolea, tachycardia, nausea, hypotension
during infusion). In an attempt to minimize adveedtects, time of infusion was increased to
4h, and 100mg of hydrocortisone during infusion aral dipyrone each 6h were used, however
with increasing cumulative dose the adverse effaaige become more frequent and more
severe, thus leading to the suspension of the drtigtal dose of 0.775¢g of amphotericin B was

administered over a 16-day period.
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In August 2006, the patient still presented an ralieel lesion on his right ar@figure 1), but
otherwise was in general good health. Immunoenzgnaasay foteishmaniawas positive and
the cutaneous Montenegro reaction was 12mm. A nkw biopsy was obtained, and
Leishmaniasp. promastigotes were isolated by culture in NMdium. Six attempts of
intralesional injections of meglumine antimoniate2aveek intervals were then made, but the
patient developed contact eczema throughout thenlesd the surrounding skin area, after the
last application. The lesion was still ulcerated! amusted(Figure 2). A new biopsy was
obtained and.eishmaniasp. promastigotes were again isolated. In Mar@v 2the patient was
treated with intramuscular pentamidine isethiorsdta daily dose of 4mg/kg on alternate days,
receiving a cumulative dose of 2.4g over a 23-dagtiment, with a brief interruption of one
week due to pain and haemorrhage at the site @ftioj.

Both isolates obtained during treatment with pesltavt antimonials were characterized as
Leishmania (V.) braziliensisy isoenzyme electrophoresisn parallel, promastigote forms in
the late log phase of growth were testadvitro for sensitivity to meglumine antimoniate
(Aventis-Pharma, Sdo Paulofhe results showed a relevant difference betvisaates, with
the first isolate presenting an inhibitory concatitm for 50% (IGg) of 0,26 + Omg/mL and the
second presenting angf®f 2,10 + 0,16mg/mL.

No laboratory alterations were detected during &gl treatment with pentamidine isethionate.
The patient was negative for HIV 1 and 2 and HTLVFhe lesion remained healed after a 34-

month follow-up(Figure 3).

DISCUSSION

Cutaneous leishmaniasis is a common condition arsolaiers involved in military campaigns
in endemic areas. Military excursions to the Amaregion play a relevant role in the local
incidence of the disease

Success rates reported in the literature for thkemenended doses of pentavalent antimonials
vary widely. Many factors may influence the outcoofetreatment, including drug subdoses
and irregular treatmehtand the immune status of the host, with more comfailures in HIV-
positive patients

Several mechanisms have been suggested to beeaaviithe drug resistance of parasites. It is
known that species causing leishmaniasis respoffereatitly to treatment with pentavalent
antimonials. Furthermore, some Leishmania populatinay develop resistance to these drugs,
probably as a result of natural clone seleétidn vitro sensitivity testing of the parasites
isolated after the two intramuscular treatments aftdr the six intralesional injections of

antimonials revealed differences between isoladesording to Azeredo-Coutinho et’alL.
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(V.) braziliensis strains presented IC50 valuesyinar from 0.8 to 9.5mg/mL, and the strains
isolated from patients poorly responsive to therbpy significantly higher IC50 values than
those isolated from patients who were cured aftengietion of the first antimonial treatment9.
In the present study, the parasites isolated frbm first biopsy were more sensitive to
antimonials (0.26mg/mL) than those isolated afteralesional treatment (2.10mg/mL), a
finding suggesting the development of resistancethi®» drug after successive cycles of
treatment. This resistance was confirmed bothkitro andin vivo. These results suggest that
even the appropriate therapeutic regimen can integistance of the parasite.

Amphotericin B has been recognized as an effectiug for the treatment of leishmaniasis, but
is sometimes poorly tolerated. In Brazil, amphaiarB is the second drug of choice for the
treatment of CL in the case of failure or contrigation to pentavalent antimonial&iposomal
amphotericin B is associated with a lower frequeatgide effects, but its high cost and the
need for intravenous administration limit its uSbe present patient did not tolerate any of the
two forms of amphotericin B due to constitutionginptoms, although the total dose of the drug
applied was 0.775g, approximately half the doseatdd for the treatment of L

Pentamidine has been gradually accepted in sekatal American countries as an excellent
alternative to pentavalent antimonials, and has beeommended as the drug of choice for the
treatment of CL in some of théfnThe drug is highly effective and side effects geaerally
well tolerated, with pain at the site of drug irjen, nausea, fever and bitter taste being the
most frequent symptortfs Hypotension and hypoglycaemia have been repaateevell as the
induction of diabetes mellitisTherefore, monthly serum glucose monitoring dyinmonths
has been recommended after the administrationpgEngamidine cumulative dose higher than
1.0d. Several studies have compared the efficacy ofapatent antimonials and pentamidine
and some of them demonstrated a better perforneirtbe lattet’.

Our patient tolerated well the administration ohjaenidine and the outcome was satisfactory.
The patient presented no laboratory alterationsxdysost-treatment follow-up and was lesion-

free 34 months after the end of treatment.
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Figure Legends
FIGURE 1 - Clinical aspect when the first biopsy was done, 260August. Ulcerated lesion

in the right arm with purulent crusts.

FIGURE 2 - Clinical aspect when the second biopsy was done,(@0February. Ulcerated

lesion and purulent crusts in the periphery of atrghic scar in the right arm.

FIGURE 3 - Atrophic scar 34 months after treatment with pentamdin.
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3.4.Leishmania (Viannia) braziliensiavaliacdo da sensibilidadevitro ao antimonial
pentavalente, comparando isolados pareados olaitdes e apds o insucesso

terapéutico na Leishmaniose Tegumentar Americana

Manuscrito em preparacao para submissabrapical Medicine and International
Health

Baptista C, Leon LL, Miranda LFC, Madeira MF, Coigé®-Silva F, Barros JHS, Pinto
AGS, Schubach AOLeishmania (Viannia) braziliensisvaliagdo da sensibilidade
vitro ao antimonial pentavalente, comparando isoladosapas obtidos antes e apds o
insucesso terapéutico na Leishmaniose Tegumentariéama.Tropical Medicine and

International Health.

Com base nos resultados moleculares obtidos amene, visamos neste
artigo, avaliar a sensibilidade vitro deL. (V.) braziliensisisoladas de pacientes com
LTA, antes (amostra A) e apos a falha terapéuticeeativacao apos tratamento inicial
bem sucedido com antimoniato de meglumina (amd@gtr&ete pares de isolados sob
as formas promastigotas e amastigotas intracetulfoeEam expostos a diferentes
concentragdes de antiménio pentavalente. Com urnta éxcecdo, os resultados com
formas promastigotas demonstraram que as amostegga3entaram valores dasC
mais elevadas que as amostras A, tanto em 24 con8éroras de exposi¢cado a droga.
Nos testes com formas amastigotas observamos g€ ¢@ares de isolados, quatro
pacientes apresentaram valores dg aior para as amostras B do que para A. Sob as
condi¢cdes do nosso estudo, formas promastigotamastigiotas foram sensiveis ao
glucantime, sem presenca de correlacdo dos ressl@el sensibilidade vitro entre
formas promastigotas e amastigotas em quatrosei®egacientes estudados.

Este artigo responde aos objetivos (i), (iv) ed@sta tese.
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Leishmania (Viannia) braziliensisavaliacdo da sensibilidaden vitro ao antimonial
pentavalente, comparando isolados pareados obtidantes e apds 0 insucesso

terapéutico na Leishmaniose Tegumentar Americana

C Baptista, LL Leon, LFC Miranda, MF Madeira, F Con ceigao-Silva, JHS Barros,
AGS Pinto, AO Schubach

C. Baptisteet al Leishmania (Viannia) braziliensisavaliacdo da sensibilidaden

vitro ao antimonial pentavalente

Resumo

Na Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), a W@idade da resposta ao
tratamento antimonial pode estar condicionadaadatrelacionados ao hospedeiro, aos
parasitos ou mesmo aos esquemas terapéuticos empse® objetivo deste estudo foi
avaliar a sensibilidadan vitro de amostras pareadas deishmania (Viannia)
braziliensis isoladas antes (A) e apo6s falha terapéutica ativegdo da LTA apds
resposta favoravel inicial ao antimoniato de megham(B) de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar. Nos ensaios, formas ptots e amastigotas
intracelulares foram expostas a diferentes conagiés de Glucantirfie Sete pares de
amostras (A e B), isoladas respectivamente, andég®® o tratamento foram estudadas.
Formas promastigotas, na maioria dos pares estsdadG,obtida para as amostras B
apresentou valores mais elevados do que as amdéstidas formas amastigotas, os
valores da Ig variaram de 11,7 a 448/mL para a amostra A e de 13,7 a pg/mL
para a amostra B. Em trés pacientes observou-serdorde 17 a 20% na d4g¢nas
amostras B em relagédo a A. Isolados provenientegnigaciente apresentaram um
aumento de 100% na 4&in vitro nas amostras B. Estes resultados sugerem que 0s
isolados obtidos apds o insucesso terapéutico ativaedo da LTA podem ser mais
resistentes ao antimonio pentavalente em ensamo. Dos sete pacientes estudados,
um abandonou o tratamento e seis apresentaramapgds,retratamento, pelo uso da

Anfotericina B (4 casos) ou antimoniato de meglan{@ casos). Nao foi possivel
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correlacionar os resultados obtidos neste estudo aoclinica ou a resposta ao

tratamento.

Introducao

As leishmanioses sdo doencas infectoparasitarizsadas por diferentes espécies de
protozoarios do géneroeishmania transmitidas através da picada de insetos vetores
conhecidos como flebotomineos, determinando saarife mortalidade e morbidade
em paises em desenvolvimento (Marzochi and Marzdd@94; W.H.O., 2008). No
Brasil a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)roe em todos os estados da
federacdo e a infeccdo apresenta manifestacoésasliea modelos ecoepidemioldgicos
bem variados (Shaw 2003)eishmania(Vianniad) braziliensisé a principal espécie
envolvida no ciclo de transmissdo da LTA, causaadforma cutanea, mucosa e
mucocutanea da doenca (Marzochi 1992, Oliveira-M¢tal 2000, Schubacket al.
2005).

Os antimoniais pentavalentes sdo os farmacos deeipai escolha para o
tratamento da LTA. O Ministério da Saude — Brasiécpniza a dose de 10-20
mg/SH/Kg/dia durante 20 dias, no tratamento da formaresa e cutanea disseminada
da LTA. H& véarios anos no Instituto de Pesquisai€di Evandro Chagas / Fundagéo
Oswaldo Cruz (IPEC/FIOCRUZ), no Rio de Janeiro, ZBrautiliza-se a dose de
5mg/SB/Kg/dia, apdés a constatacdo que pacientes subraetidodoses baixas
(5mg/SH/Kg/dia) apresentavam respostas terapéuticas samilaos que utilizavam
doses altas (20mg/8Kg/dia). O esquema de baixas doses foi institwigando
diminuir os efeitos adversos observados quando sdedas eram administradas
(Oliveira-Netoet al 1996; Oliveira-Net@t al 1997a; 1997b; Schubaehal 2005).

Falhas relacionadas ao tratamento vém sendo retatach diferentes areas
endémicas (Azeredo-Coutinta al 2007; Rijalet al 2007). Alguns autores admitem
que este fato possa estar associado a fatores lingious do hospedeiro, fatores
farmacoldgicos como absorcdo e perfusdo do farnmax®o sitios de infeccédo e,
principalmente fatores associados a resisténcigodsitos ao antimoénio (Bermah
al. 1982; Groglet al 1992; Croftet al 2005; Croftet al. 2006). Entretanto, as

verdadeiras razfes para o desenvolvimento de éesiatparasitaria ou ocorréncia de
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falhas terapéuticas ainda permanecem pouco esdiasgBermaret al 1982; Marsden
1985; Berman 1988; Grogl al. 1991; Ponte-Sucre 2003).

O desenvolvimento da resisténcia, principalmengeamimoniais € um fato que
vem sendo nos ultimos anos muito debatido (Suatial 2000; Gueriret al. 2002;
Mishaet al 2007) pelo potencial impacto nas leishmanioseggo arsenal de drogas
para o tratamento é limitado (Berman, 2003; Migtral 2007; Santost al 2008).

A sensibilidade aos antimoniaia vitro de amostras isoladas de pacientes
respondedores e nao respondedores aos antimoeraissilo avaliada objetivando
correlacionar os resultads vitro a resposta terapéutiaa vivo (Jacksoret al. 1990;
Moreira et al 1998; Azeredo-Coutinhet al. 2007; Rijalet al. 2007), ou ainda para
verificar resisténcia parasitaria a farmacos.

Neste estudo, comparamos a sensibilidadétro ao antimoniato de meglumina
em pares de amostras deishmania (V.) braziliensissoladas dos mesmos pacientes,
antes e apos a falha terapéutica ou, reativacaioT8aapos tratamento inicial bem

sucedido.

Materiais e Métodos

Pacientes e amostras
Consideraram-se elegiveis para 0 estudo pacientes eishmaniose cutanea
submetidos ao tratamento pelo antimonial pentatale(Glucantimél) que
apresentaram insucesso terapéutico ou reativaciidedées, e que possuiam duas
amostras delLeishmania sp. isoladas da mesma lesdo em momentos distintos.
Identificou-se como amostra A, o isolado obtidonrmamento do diagnéstico e antes da
introducdo da terapéutica e como amostrao Bsolado obtido apds o insucesso
terapéutico ou reativacdo das lesbes. Foram coad@®e para o estudo, somente
amostras aos pares (A e B) deishmania (V.) braziliensipreviamente identificados
por eletroforese de isoenzimas, obtidas do mesmierga.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica esyisa do IPEC-FIOCRUZ
(nimero 0016.0.009-02). Todos os pacientes assinara termo de consentimento

antes da avaliacédo clinica e obtencédo de matexrsaleddes para cultura deishmania
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As amostras foram obtidas durante protocolo labagdt para investigagcéo
diagnostica por inoculacdo de fragmentos de lestEmeas em meio bifasico NNN
(Novy, Nicolle and McNeal) e Schneider’'s DrosopHifgedium (Sigma) enriquecido
com 10% soro fetal bovino (SFB - Cultilab) e anitlios associados. Os frascos de
meio contendo os fragmentos foram incubados a tanpa de 26° a 28°C e
monitorados semanalmente para o crescimento deagtiyotas, durante 30 dias.
Culturas positivas foram mantidas nas mesmas ocbeslie criopreservadas em
nitrogénio liquido. Em todos os ensaios, foramaados parasitos infectivos e em fase

log e estacionaria, estabelecida apés a curvaedeinrento.

Farmaco

Utilizou-se antimoniato de meglumina (Glucantim8b’, Aventis) disponivel em
ampolas de 5mL, contendo 81mg8bL. O medicamento foi estocado a temperatura
ambiente e utilizado diluido em meio de cultura rigither (Sigma) ou RPMI-1640
(Gibco), sendo empregado em todos os ensaios o0 ankden de Glucantime (Lote
604898).

Avaliacéo da sensibilidade ao antimonial pentavalda in vitro
A sensibilidade ao antimonial pentavalente foi emk em formas promastigotas e
amastigotas das amostras pareadas (amostras A e B).

Formas promastigotas

Os ensaios foram realizados em placas para culei@6 pocos e avaliados apos 24 e
48 horas de exposicdo ao antimoniato de meglunisaamostras A e B foram
avaliadas na mesma placa e no mesmo momento. Umimegale 100 uL da suspenséo
parasitos na concentracdo de 1 & Hiluidos em meio Schneider, foram colocados nos
pocos da placa, em triplicatas, contendo o mesnhame da droga (100ulL). Foram
empregadas diluicOes seriadas de antimoniato de&ymem, iniciando na concentracao
de 8,1mg/mL até 3,955ug/mL de‘SbAs placas foram incubadas em estufa biolégica
(26-28°C), e apos 24 e 48 horas, os parasitos fayaamtificados em camara de

Neubauer empregando corante vital (Azul de TrypafoGem PBS).
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Parasitos das amostras A e B, sem adicdo de anéitoate meglumina foram
utilizados como respectivos controles. Os valoretdos a partir da contagem, em
triplicatas, foram expressos em média e desviogmadrcomparados com 0s controles.
Os dados obtidos das quantificacdes foram inclu@nsgraficos usando o Microsoft
Excel. A 1G foi determinada a partir da concentracao da deagaz de inibir 50% do
crescimento parasitario (Machaelal 2007).

Formas amastigotas

Os ensaios de sensibilidade com formas amastigotasn realizados a partir da
infeccdo de macréfagos murinwsvitro, cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA-FIOCRUZ, n°G20-00).

Os macrofagos foram obtidos por esquemas de |lagatgecavidade peritoneal de
camundongos adultos Swiss Webster, utilizando meioultura RPMI-1640 (Gibco) e
infectados, separadamente com as amostras A e Bla@®fagos foram plaqueados (2
x 10° macréfagos/mL) em lamina para cultura de célulzb{Te&, Nalge Nunc
International) e mantidos a 37°C em ambiente de (). Apds 24 horas, formas
promastigotas de fase estacionaria foram adicianada propor¢cdo de 5-10
parasitos/macrofago. Apds duas horas, os parasisnteriorizados foram retirados e
o meio renovado. O antimoniato de meglumina foioiporado apés 24 horas da
infeccdo nas concentracdes de 20, 40 gg88b/mL, diluido em meio RPMI-1640
(Gibco) e a cinética de infeccéo foi avaliada maservalos de 24, 48 e 72 horas. Em
cada intervalo as laminas foram lavadas com PBY @H37°C), fixadas com alcool
metilico e coradas pelo Giemsa. Os controles dimasisde macrofagos infectados com
as amostras A e B, respectivamente, sem exposigioga. O efeito das diferentes
concentracdes do farmaco foi avaliado através datiicacéo aleatoria, em duplicatas,
de 100 células, considerando o percentual de céinfactadas e o nimero médio de
amastigotas por célula. O indice de infeccao ftidoba partir desses parametros, sendo
a 1Gsp calculada a partir de um grafico tipo dose respaosilizando-se o GraphPad
Prism (version 5.04), sendo expressa no ponto8dkofas da cinética de infeccgéo.

Foram analisadas as propor¢des nos valores gasri€e as amostras A e B.



53

Resultados

Sete pares de amostras (A e B) foram obtidos dengas com LTA no Estado
do Rio de Janeiro. Destes, 4 eram do sexo femmiBalo sexo masculino com idades
que variaram de 18 a 71 anos. Cinco pacientes eaajgegam de uma a duas lesdes
cutdneas, um paciente (n° 3) possuia 5 lesfes apusentou leishmaniose cuténea
disseminada (n° 2). Todos os pacientes foram tyatadm Glucantime dos quais cinco
foram submetidos ao esquema seriado com baixass d6seg/SlYKg/dia) e dois
pacientes com esquema intralesional (n°s 2 e 3)césso terapéutico foi definido nos
casos onde apos o término do tratamento ndo seeobteicatrizacdo completa da lesdo
e foi observado em 4 pacientes (n°s 1, 3, 4, B&jtivacao foi considerada nos casos
onde apesar de completa cicatrizacdo, houve reabvala lesdo primaria apdés o
tratamento inicial bem sucedido e foi observada Z2rn°s 6 e 7) dos sete casos
estudados.

O periodo de evolucdo da doenca até o primeiransahto (obtencdo da
amostra A) variou de 1,5 a 18 meses, sendo tadgeerem um caso (n° 6), ignorado. O
intervalo entre isolamento da amostra A e amostrau de 7 (n° 4) a 27 (n° 6)
meses. Estas informagdes e dados acerca do desfeslitatamentos empregados nos
sete pacientes sédo apresentados na tabela 1.

Nos ensaios com formas promastigotas, s3 V@riou de 0,3 a 5,8mg/8mL para
as amostras A e de 0,8 a 7,8 my/®h para B e de 0,3 a 5,7 mg/8bL para as
amostras A e de 0,7 a 7,6 mg/BfiL para B, respectivamente em 24 e 48 horas de
exposicao. De um modo geral, adGbtida para as amostras B apresentou valores mais
elevados em relagdo as amostras A, em ambos asspim®4 e 48 horas de exposicéo,
com excecgao para as amostras do paciente n°® 2,aoad®stra B apresentou maior
sensibilidadein vitro. As concentracdes de ‘Stexpressas em g (ug/mL) para as
amostras A e B, para a forma promastigota est@saptados na tabela 2. Nas figuras 1
e 2 sdo apresentados os gréficos relacionados va clor percentual de inibigéo,
respectivamente em 24 e 48 horas de exposicao,al@g obtida para cada amostra é
indicada através do ponto de intersecdo da curwa @ovalor que indica 50% de
inibicdo (eixo Y) com a respectiva concentracaamtenoniato de meglumina (eixo X).

Com relacdo a sensibilidade de formas amastigatamcelulares ao Sp
observamos que no ponto de 72 horas, todas asntoagi@es empregadas (20, 40 e
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80ug/mL) produziram uma reducéo drastica do percemtealélulas infectadas e do n°
médio de amastigotas intracelulares para a maflasaamostras estudadas. Por essa
razao, consideramos o ponto de 48 horas para alcda 1Go.

Nas formas amastigotas, os valores da V@riaram de 11,7 a 4448/mL para as
amostras A e de 13,7 a 5Ag/SK/mL para as amostras B. Analisando as proporcoes
entre A e B, observamos que os valores da tas amostras B foram superiores a A,
em quatro dos sete pacientes avaliados. Nas amakisapacientes (2, 3 e 5) ocorreu
aumento de 17 a 20% naskdas amostras B em relacdo a A e no paciente 6 este
aumento foi de 100%m relacdo a amostra A. Essas diferencas foramregepara os
demais pacientes estudados. Os graficos da curse-rdeposta das sete amostras
pareadas (A e B) sdo apresentados na figura 3.sfél@hdicada através do ponto de
intersecdo da curva (considerando 50% do eixo ¥Yh @ valor, empug/mL, de

antimoniato de meglumina (eixo X).

Discussao

Os antimoniais pentavalentes sao utilizados nartrahto das leishmanioses ha cerca de
seis décadas com eficacia variavel. O fenbmenesiaténcia parasitaria conhecido em
outras doencas, vem sendo descrito nas leishman(isadaet al. 2000; Gueriret al
2002; Mishaet al 2007). Diversas especulacdes tém sido feitagntemto, ndo existe
ainda, um marcador molecular que possa determorar sSeguranca a resisténcia dos
parasitos do géneltaeishmaniaaos antimoniais pentavelentes (Chakravarty andi&@un
2010).

Os pacientes selecionados para o estudo forarmakiigados, tratados e
acompanhados no Instituto de Pesquisa Clinica Evadagas (IPEC/FIOCRUZ/RJ)
onde ha varios anos utiliza-se a dose de 5nitK§hlia, com base em estudos que vém
sugerindo que pacientes submetidos a doses altimg(80/Kg/dia) ou baixas
(5mg/SH/Kg/dia) apresentam respostas terapéuticas simil@@iveira-Netoet al
1997a; 1997b; Schubaddt al. 2005). Dos sete pacientes incluidos neste esthdo,
receberam doses baixas de antiménio (5mdk3}) em série. Destes, 4 apresentaram
falha terapéutica, ndo sendo obtido cicatrizacdopieta da lesdo apds o término do
tratamento e 3 apresentaram reativacdo da lesdpeeimdo que variou de 13 a 27

meses. Embora tal esquema terapéutico seja empregadsucesso no IPEC, os casos
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selecionados para este estudo visaram justamergaeopossuiam amostras isoladas,
antes e apos falha terapéutica ou reativacao.

Variaveis como idade, esquema terapéutico, forrmacal n° de lesdes, tempo
de evolucdo da doenca, presenca de co-morbidatiEsergre as variaveis que podem
influenciar a resposta ao tratamento (Rodrigetesl 2006). Embora o grupo estudado
tenha sido pequeno (sete pacientes) tais variweisy muito diversificadas, ndo sendo
possivel estabelecer qualquer correlacdo com @stspo tratamento com antimoénio
pentavalente.

Outra variavel que pode também interferir na ev@uclinica e na resposta ao
tratamento é a espécie do parasito envolvido ouolmeprfismo genético de
subpopulacdes. Sabe-se quédraziliensisé composta por populacbes que apresentam
elevada variabilidade genética e causam, predoneimamte, lesbes cutaneas e
mucosas. No entanto, no estado do Rio de Janpesaade diferentes padrdes clinicos,
bem como variadas resposta ao tratamento seretade$a o perfil genético de.
braziliensisé considerado mais homogéneo (Baptstal. 2009).

Estudos in vitro tém demonstrado qué. braziliensis apresenta maior
sensibilidade aos antimoniais quando comparadosadmas espécies deeishmania
(Azeredo-Coutinheet al 2007). De outro lado, a taxa de cura em pacigntestados
por L. braziliensistambém é maior do que em pacientes infectadod parexicana
(Navianet al. 1992). No Peru, Arevalo et al (1997) observarama forte associacédo da
espécie déeishmaniana influéncia da resposta terapéutica dos pasiehsses fatos
demonstram que a identificacdo etiolégica pode wsea importante informacéo e
sugere porque no Rio de Janeiro a resposta aawaanidis € tida como favoravel
(Schubactet al 2005).

As hipdteses sobre o desenvolvimento de resist@acasitaria aos antimoniais
tiveram inicio nas publicacbes de Grogl et al (3988de em ensaiofm vitro,
demonstraram a selecdo de clones de parasitosendsss sugerindo que as falhas ao
tratamento, relatadas em diferentes regides, podegstar relacionadas aos esquemas
terapéuticos empregados. Essa observacao foidodal a partir dos relatos de Sundar
et al (1994), na India, onde houve um descontrole nadescantimoniais no tratamento
da leishmaniose visceral. No entanto, muitas véeadificil associar falha terapéutica

somente a resisténcia parasitaria, onde inUmetorefaestdo envolvidos. (Jacksein
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al. 1990; Moreiraet al 1998; Rijal et al 2007). O conhecimento de algumas
caracteristicas dos parasitos isolados, em difesesituacdes, pode trazer elementos
importantes nessa discussao.

Neste estudo, avaliamos, de forma pareada, 14 mwoske Leishmania
braziliensisisoladas antes e apés a terapéutica, com relagénsibilidaden vitro ao
antimonial pentavalente, sob as formas promassgotamastigotas.

A limitacdo da utilizacdo de formas promastigotassses ensaios deve-se ao
fato de ndo ser a forma evolutiva do hospedeirdebeado. Sabe-se que formas
promastigotas sdo menos sensiveis a acao do dghneamtecessitando de doses mais
elevadas que amastigotas (Azeredo-Coutiah@l. 2007). Vermeersclet al (2009)
sugerem que o modelo com amastigotas intracelutkres ser utilizado como padréo
ouro na avaliacdo da sensibilidadevitro.

Com formas promastigotas verificamos que todasnass@as B apresentaram
valores da Ig superiores quando comparadas com as amostrascAtoegara um
paciente. Esse resultado sugeriu que amostraslasoipos 0 insucesso terapéutico ou
reativacdo poderiam ser mais resistentes ao Glooantin vitro, embora nossos
resultados tenham apresentado grande heterogeeeidadrelacéo aos valores obtidos
das 1Go que variaram de 0,3 a 5,8 mg/mL para as amostedé\1,7 a 7,8 mg/mL para
as amostras B. No entanto, estes resultados estacaido com outros estudos, que
revelaram valores da igentre 0,8 a 9,5 mg/mL (Azeredo-Coutinéibal. 2007) e de
0,2 a 8,8 mg/mL (Callahagt al. 1997) quando formas promastigotas foram utilizada
Da mesma forma, nos ensaios com amastigotas ihii@@s observamos variacdes nos
valores da I entre A e B. De uma forma geral as amostras Bsaptaram 16
superior a A, com aumentos que variaram de 100rampaciente, e de 17-20% em trés
dos sete pacientes avaliados. Estes resultadosesugpie amostras obtidas apds o
insucesso terapéutico ou reativacdo destes quatierpes podem ser mais resistentes
ao antimonio pentavalente em ensarositro. Nos demais isolados as diferengas entre
a sensibilidade das amostras A e B foram menossspas. No entanto, neste estudo
nao foi possivel estabelecer relacdo entre a respesapéutica e os dados de
sensibilidade obtidom vitro, visto que dos quatro pacientes que apresentararardo

da 1Go nas amostras B, dois pacientes evoluiram par&rizegdo apos retratamento
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com antimonial. Zauli-Nascimentet al (2010) também n&o observaram correlagdes
entre os resultadas vitro com a resposta terapéutica em pacientes com LTA.

Sob as condi¢cdes do nosso estudo, formas promi@sigamastigota (A e B)
foram sensiveis ao glucantime, no entanto ndo haeoveslacdo dos resultados de
sensibilidaddn vitro entre ambas as formas em quatros dos sete pacesttelados.
De acordo com Azeredo-Coutinketd al (2007), foram obtidas boas correlacdes entre a
sensibilidade apresentada nas formas amastigotpsoraastigotas de um mesmo
isolado.

A susceptibilidade a drogas vitro, tanto de formas promastigotas quanto em
amastigotas é variavel, e pode estar relacionadaridicdes experimentais utilizadas
ou mesmo, caracteristicas inerentes das formasterad. Adicionalmente, correlacdes
de resultados obtidos nos ensaiiosvitro com a resposta ao tratamento € por vezes
inconsistente nos varios relatos da literatura riBeret al. 1980; Groglet al 1992;
Robledoet al 1999), demonstrando que sdo inUmeras as vari@ueispodem ter
influencia positiva ou negativa sobre os resultadissendo as correlacdes serem
tratadas com certa cautela.

De acordo com Zauli-Nascimentt al (2010) ndo existem evidéncias, no
Brasil, de resisténcia parasitaria primaria comelatada em outras areas endémicas.
Pelo fato da resposta ao tratamento ser multitdtdriimeras abordagens devem ser
consideradas e estudos que empregam amostras gaaEem ser incentivados. No
estado do Rio de Janeiro, regido endémica de LB&px de falha terapéutica ao
antimonial ou reativacdo clinica, estdo sendo momios por uma equipe
multidisciplinar e futuras investigacdes utilizandon nimero maior de isolados
acrescidos de novos marcadores poderdo somar-sesattados obtidos neste estudo e
contribuir para o entendimento dos mecanismos giasd na resisténcia ao farmaco de

primeira escolha.
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Tabela 1 Dados dos sete pacientes incluidos neste estughy amostras de. (V.)
braziliensisforam obtidas e analisadas nos ensaiastro.

Cddigodo Evolucao até o Intervalo entre a obtencao Farmaco utilizado no

paciente diagndstico* da amostra A e B* retratamento
1 18 21 Anfotericina B
2 3 13 Anfotericina B
3 1,5 14 Glucantime
4 2 07 Abandono
5 1,5 18 Anfotericina B
6 Ignorado 27 Glucantime
7 1,5 13 Anfotericina B

*(intervalo em meses);

Tabela 2 Valores da I (mg/SH/mL) para formas promastigotas das amostras A e B
de Leishmania (Viannia) braziliensiavaliadas nos intervalos de 24 e 48 horas de
exposicdo a diferentes concentragfes de antimaméanoeglumina.

Amostra A Amostra B
Paciente IC 50 (Mg/mL) IC 50 (Mg/mL) IC 50 (Mg/mL) IC 50 (Mg/mL)
24 h 48 h 24 h 48 h
1 3,06 + 0,34 1,08 £0,14 6,98 + 0,17 5,82 +0,30
2 4,38 £ 0,45 5,75+ 0,26 0,89 + 00,4 1,37 +0,11
3 0,37 +0,10 0,37+ 00,9 1,78 £ 00,8 0,70 £ 00,2
4 5,20 + 00,4 3,04 + 00,6 6,79 £ 0,12 5,35+0,48
5 5,86 + 0,29 3,28 +00,5 7,80 £ 0,15 7,68 + 00,5
6 4,53+0,34 3,00 £ 000,4 7,46 £ 00,8 5,61 +£00,9
7 5,05+0,18 1,04 + 00,6 7,70£00,4 3,56 + 0,17
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Tabela 3 Valores da 1§ (ug/SH/mL) para formas amastigotas intracelulares obtidos
no ponto de 48 horas de exposi¢cdo ao antimoniatmetgumina, para cada uma das

amostras avaliadas (A e B) dos sete pacienteddosuno estudo

N° do ICso (ug/mL)

paciente A B
1 17,97 17,94
2 11,7 13,7
3 11,7 14,1
4 14,0 15,2
5 44,3 52,7
6 16,1 33,7
7 16,8 16,3
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4. CONSIDERACOES GERAIS

A LTA é uma doenca de grande complexidade e impoidéem saude publica,
ndo apenas por apresentar um ciclo de transmisséivendo diferentes espécies de
parasitos, vetores, e hospedeiros, mas tambémppesemtar diferentes manifestacdes
clinicas entre seus hospedeiros, desde a ocorréliecfarmas tipicas da doenca até
manifestacbes menos freqientes ou algumas vezegrasges e de dificil tratamento.

As manifestagbes clinicas da doenca e a respostdrag@mento estdo
parcialmente relacionadas a espécie Ladshmania envolvida (ALEXANDER &
RUSSEL, 1992; GROGL et al, 1992; NAVIN et al, 199&ISON & SHAW 1987).
No estado do Rio de Janeirbeishmania (V.) braziliensi® a principal espécie
envolvida nos casos de LTA, cuja apresentacacalimais frequente € a Ulcera cutanea
anica. No entato, alguns casos atipicos de LTA s#o descritos. Neste estado a
presenca de reativacdo clinica pode ocorrer duatregamento das leishmanioses em
16% de casos (OLIVEIRA-NETO et al, 1997; SCHUBACHak 2005).

A identificacdo dos parasitos em determinada andéreica é importante para o
monitoramento das espécies circulantes. A elegetorde multilocos enzimaticos
(MLEE) € amplamente utilizada para caracterizac@xoribmica de espécies de
Leishmania(MOMEN et al, 1985; CUPOLILLO et al, 1994). Embaoaatécnica de
isoenzimas seja uma ferramenta amplamente empregadaracterizacdo de parasitos
do géneroLeishmania,constitue um marcador pouco polimorfico. Todasam®stras

analisadas neste estudo (64 amostras) foram cazadies pela técnica coma(V.)
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braziliensise nenhuma variante enzimatica foi detectada. tami@ em outras regides
do Brasil variabilidade em amostrasldéV.) braziliensigem sido demonstrada através
da técnica de MLEE. CUPOLILLO et al (2003) sugemume apenas um zimodema (Z
27) deL. (V.) braziliensisesteja envolvido na doenca humana e animal ndest@Rio
de Janeiro e que as cepas apresentam nesta aémaiendhenor variabilidade do que
em outras regides do Brasil.

Além de MLEE, outras técnicas podem ser melhorcagis em estudos de
diversidade genética em tripanosomatideos, sead@sta entre estas a analise do perfil
de restricdo do KDNA (esquizodemas) e a analiggotimorfismo de DNA amplificado
ao acaso - RAPD (HANAFI et al 2001; ISHIKAWA et @&002; MARTINEZ et al,
2003; PACHECO et al, 2005), reacao em cadeia im@ase de baixa estringéncia -
LSSP-PCR (FERREIRA et al, 2007) entre outras. Minmes genéticos sdo capazes de
distinguir as diferentes espécies ou revelar pafisTao intraespecifico. Muitos
marcadores sdo empregados com 0 objetivo maiodeatdificar se existe associacao
genética entre os isolados ldgishmaniasp. e as diferentes formas clinicas ou evolugéo
da doenca e, as técnicas de RAPD e LSSP-PCR téowndeado boa reprodutibilidade
neste contexto (FERREIRA et al, 2007; de OLIVEIRAk 2010).

De acordo com LAURENT et al (2007), diferentes syfypacdes de parasitos
podem estar envolvidas no ciclo de transmissadaisismanioses e a emergéncia de
populacdes mais resistentes ou capazes de causdestedes clinicas atipicas devem
ser detectadas na tentativa de conter esses casugas.

O primeiro artigo publicado que comp®e esta teserdge a utilizacdo de dois
marcadores moleculares (RAPD e LSSP-PCR) em umogde amostras dé

braziliensisprovenientes de pacientes com evolucdo clinidaatip atipica da LTA.
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Observamos um perfil de baixa complexidade genéintee as amostras provenientes
do estado do Rio de Janeiro a partir da deteccadondegenotipo prevalente. Este
resultado corrobora dados anteriores (CUPOLILL@IgR003) que descrevem maior
homogeneidade para esta area endémica. No engsteomesmo genotipo prevalente
foi detectado em sete amostras obtidas a partiedéss de pacientes que apresentaram
reativacdo clinica apdés um primeiro tratamento Isemmedido com antimoniato de
meglumina. Entre os 9 gendtipos de (V.) braziliensisdetectados neste estudo,
nenhuma associacdo pode ser observada entre uimideido gendtipo e evolucdes
clinicas tipicas ou atipicas da LTA. No estado @hi8 alguns gendtipos detectados
por RAPD puderam ser associados com a forma mueod&sseminada da LTA
(SCHRIEFER et al, 2004). Aspectos clinicos e potfiamo genético ent. infantum
tambémpuderam ser correlacionados (GUERBOUJ et al, 208&).entanto outros
autores, corroborando nossos achados, ndo coreegiair associacdo (CUERVO et al,
2004; GARCIA et al, 2005; de OLIVEIRA et al, 2010).

BANULS et al (2007) atentam para o fato de que osuitnarcadores
moleculares utilizados ndo sdo capazes de asspolenorfismo intraespecifico e
dados clinicos, ou fazem fracas associa¢cdes questdarecem o papel desempenhado
pelo parasito no resultado da doenca, nem permisoodestas ferramentas como
marcadores de progndéstico. Neste contexto, € imp@tmencionar que uma grande
variabilidade de respostas € encontrada no tratantxs leishmanioses, dificultando o
prognostico da doenca. O antiménio pentavalentécédzena maioria dos casos, no
entanto, a falha terapéutica tem sido descritade pstar aumentando em intensidade e
prevaléncia em determinadas regides endémicas (BRM88; GROGL et al, 1992;

UNGER et al, 2009). Entre os anos de 1989 e 20Hdrfaletectados no Laboratério de
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de casos de falha terapéutica e/ou reativacao siede diferentemente do que se
observa em algumas regides do pais onde o insutesgEutico chega a 29% nos
pacientes com LTA tratados com antimonial pentatald TUON et al, 2008). No
estado do Rio de Janeiro, o tratamento com baixe dm utilizando esquemas
alternativos de administracdo do antimonio penémtal apresenta bons resultados
principalmente ligados a diminuicdo de efeitos ashve (SCHUBACH et al, 2005,
OLIVEIRA-NETO et al, 2006, VASCONCELLOS et al 2010)

Um interessante resultado obtido pelo nosso grapa tleteccédo de diferencas
no genotipo de isolados obtidos da leséo inicia@pés reativacdo em um mesmo
paciente (BAPTISTA et al, 2009). Este dado incentia realizacdo de um segundo
manuscrito que ao nosso conhecimento € o primedator da avaliacdo do
polimorfismo genético entre isolados pareados prievees de dois momentos
especificos: antes do tratamento (amostras A) s adélha terapéutica ou reativagédo
de lesdes cutaneas (amostras B). Neste estudsutados demonstraram que apenas
dois pares de amostras (A e B) apresentaram ti#atidade. Esses pares de isolados
foram provenientes de pacientes que apresentatfm tierapéutica, com tempo de 7
(paciente 3) e 14 meses (paciente 2) entre a diedg; primeiro e segundo isolamento.
Os outros dois pacientes que apresentaram faklyegélgtica apresentaram tempo entre o
primeiro e o0 segundo isolamento de 18 (pacienge2l) meses (paciente 4). Isto sugere
gue o tempo decorrido durante o processo de fathpéutica possa ter influéncia sobre
os perfis genéticos mais polimorficos. Os isolagogvenientes de pacientes com
reativacdo apoOs sucesso terapéutico inicial forgmpados em quatro clusters com

maior ou menor similaridade entre os pares de ea®éte B.
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Nenhuma correlacdo entre perfil genotipico e dadioscos dos pacientes foi
identificada, sugerindo que o polimorfismo existergntre os pares de isolados
provenientes de um mesmo paciente pode estar aedmin a emergéncia de
subpopulacdem vivo a partir de um indculo policlonal (Pacheco etl@PB5) ou ainda
da selecao pela exposicéo ao tratamento.

E importante destacar os conceitos de reativacdalha terapéutica, que
segundo Bryceson (2001) sdo ocasionadas por meuaigliferentes. A falha
terapéutica poderia ser um indicio de resistén@eagitaria. Ja a reativacdo da
leishmaniose pode estar relacionada ao estado I6gioco do paciente (Saravia et al.,
1990), a forma clinica da doenca e também a fatdeesiruléncia do parasito. Em
pacientes de areas endémicas, a distincdo endggigacao e re-infeccdo nem sempre €
uma tarefa facil (Saravia et al., 1990), fato qugese a necessidade de rastreamento
genético e identificacdo de subpopulacdes circetana area.

Apesar da efetividade dos antimoniais, acreditqeseos riscos de reativagoes e
o desenvolvimento de lesdes mucosas ou falha t#iepéestejam associados
principalmente a esquemas incompletos ou admidstrade forma inadequada
(BRYCESON et al, 1985; RODRIGUES et al, 2006). Hdsise é relatado o caso de
um paciente que apresentou resisténcia ao antinp@mtavalente, cujo isolado obtido
no momento do diagndstico foi mais sensivelitro, do que o isolado proveniente
apos a reativacdo da lesdo, sugerindo que a efpoaa; antimoniain vivo possa ter
influenciado este resultado (PIMENTEL et al, 2011).

Para confirmar esta hipotese, outros 7 isoladosapas de_eishmania (V.)
braziliensisforam avaliados empregando-se formas promastigotasificamos que a

maioria das amostras obtidas ap0s insucesso téi@p@&w reativacdo apresentaram
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valores da Ig superiores quando comparadas com as amostrasdant@egamento. Os
ensaios com formas amastigotas destes mesmos aspla@ uma forma geral,
apresentaram kg superior para as amostras B em relagdo a A, canemtos que
variaram de 100 em um paciente e de 17 a 20% é&srdos sete paciente avaliados.
Estes resultados sugerem que as amostras obtid#ss dguatro pacientes ap0s o
insucesso terapéutico ou reativacdo podem ser messstentes ao antimonio
pentavalente em ensaias vitro. Sob as condicdes do nosso estudo, formas
promastigota e amastigota (A e B) foram sensiveigylacantime, no entanto tais
formas ndo apresentaram correlagdes nos resukati@sas amostras A e B em quatro
dos sete pacientes estudados. De acordo com Az€mdmho et al (2007, boa
correlacdo entre resultados obtidosvitro com formas amastigotas e promastigotas
provenientes de um mesmo isolado foi observada.

O uso de formas promastigotas nos ensai@gro com antiménio pentavalente
€ muito questionado principalmente por ndo ser adiarma parasitaria presente no
hospedeiro vertebrado, mas também porque a qudetida farmaco necessaria para
inibir 50% dos parasitos € cerca de 600 vezes mlaigue para formas amastigotas, ou
ainda porque a efetividade do farmaco necessitndunente intracelular para sua acao
(BERMAN et al, 1985; ROBERTS et al, 1995; WYLLIE &t 2004; VERMEERSCH
et al 2009). A susceptibilidade a drogasvitro, comparando formas promastigotas e
amastigotas é variavel, o que pode estar corrgladeocom as condigdes experimentais
utilizadas ou mesmo, caracteristicas inerentesaiass evolutivas. Nossos resultados
demonstraram variabilidade nos valores deg IGbtidas entre os isolados A e B,

principalmente nos ensaios com formas promastigotas
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Neste estudo nao foi possivel estabelecer relagé® & resposta terapéutica e 0s
dados de sensibilidade obtidosvitro, visto que dos quatro pacientes que apresentaram
aumento da 1§ nas amostras B, dois foram curados durante retesii com
antimonial pentavalente. Correlacbes de resultatitisos nos ensaids vitro com a
resposta ao tratamento é por vezes inconsisterdevanos relatos da literatura
(BERMAN et al. 1980; GROGLet al. 1992; ROBLEDCet al 1999; RIJAL et al 2007,
ZAULI-NASCIMENTO et al. 2010), demonstrando que s@dmeras as variaveis que
podem ter influéncia positiva ou negativa sobreremultados. Neste contexto, tais
correlacbes devem ser tratadas com cautela.

Todos os pacientes aqui avaliados na condicdo slecesso terapéutico ou
reativacdo apresentaram cura clinica apos retratameom excecdo de um caso de
abandono. Cinco pacientes apresentaram cura cliapads administracdo da
Anfotericina B ou Pentamidina. Os demais paciefdaesm curados com o emprego do
antimonial pentavalente em diferentes esquemapé&eatiaos (uso continuo, em série,
ou administracao intralesional).

E interessante ressaltar que as amostras A e Bashtie um mesmo paciente
sem maiores diferengas nos valores dg t@monstraram, por LSSP-PCR, indice de
similaridade igual a 1, indicando que essas an®sife idénticas geneticamente.
Outros dois pacientes na mesma condi¢do clinidaa(feerapéutica), apresentaram
polimorfismo genético que pode estar associad@m@pa entre 0 primeiro e segundo
isolamento. Ja as amostras do paciente que aprasaamtaumento de 100% nagpCla
amostra B em relacdo a A, também apresentou pdigmmr genético. Embora essas
relacbes tenham sido identificadas, os resultadgergnentais ndo puderam ser

extrapolados para a resposta terapéutic@vo.
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De acordo com Zauli-Nascimento et al (2010), ncsBre&o existem evidéncias
de resisténcia parasitaria primaria como a relatad@utras areas endémicas. Possiveis
propostas para a questdo da variabilidade de tespterapéuticas apresentadas ao
tratamento com antimoénio pentavalente podem egfatdds a resisténcia inerente do
parasito ao antimonio, assim como, a falhas dodump quanto a resposta imune,
fisiologia e farmacocinética da droga. Alguns aegoguestionam a falha terapéutica ao
antimonial como um fator ligado a resisténcia ptaaa, sugerindo aspectos
relacionados a resposta imune dos hospedeiros (YARDEet al, 2006). Desta forma, a
capacidade que alguns individuos desenvolvem pmarotar a infeccéo e replicacao
parasitaria sem progressao da doenca clinica dpgpede ser consequiéncia de uma
boa modulacdo da resposta imune (BITTAR et al, 2007

Infelizmente ainda ndo se dispbe de um marcadar identificar resisténcia aos
farmacos utilizados no tratamento ou predizer dug@o ou o progndstico da doenca
(ASHUTOSH et al, 2007). Todos os resultados aptades neste estudo reforcam a
complexidade dos parasitos do géneesshmaniae a resposta produzida pelos seus
hospedeiros demonstrando que varias abordagensdaseconsideradas. Dentro da
complexa relagdo parasito-hospedeiro é possivefajoees tanto do parasito como do

hospedeiro tenham papel semelhante.
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5. CONCLUSOES

Vi.

Vil.

Todas as amostras analisadas foram identificadaso ch. (V.)
braziliensis nenhuma variante enzimética foi detectada, refag que
este é o principal agente etiologico da LTA no éalaneiro;

N&o foi encontrada associagcédo entre variabilidaetica dos isolados
delL. (V.) braziliensise evolucdes clinicas tipicas e atipicas da LTA;
Polimorfismo genético foi detectado nos isoladosvenientes de um
mesmo paciente antes do tratamento e apds insutasgEutico ou
reativacdo da lesdo cutédnea, demonstrando que l@somuacdes
diferiram geneticamente nestes dois momentos;

Nos ensaios com formas promastigotas observou-keesada |Gy
superiores na maioria das amostras obtidas apdsesso terapéutico ou
reativacao da lesdo cutanea;

Com amastigotas, os isolados obtidos apds falhapéetica ou
reativacdo apresentaram valores dag|8uperior aos isolados pre-
tratamento apenas em quatro pacientes;

N&o houve correlagcdo dos resultados de sensibdidadvitro entre
formas promastigotas e amastigotas em quatros dtes Eacientes
estudados;

N&o foi possivel correlacionar os resultados olstideste estudo com as
diferentes manifestacdes clinicas ou de respostarasamento com

antimoniato de meglumina, reforcando a complexidimte parasitos do
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génerolLeishmaniae a multiplicidade de formas clinicas e de regsost

produzidas por seus hospedeiros.
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ANEXOS 1. TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICAO: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Bcruz
COORDENADOR DA PESQUISAArmando de Oliveira Schubach

ENDERECQ Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - R- CEP 21040-900
TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9541 / FAX (0xx21) 3865425

NOME DO PROJETO DE PESQUISA

Ensaio clinico fase Il para Leishmaniose Tegumeftaericana. Equivaléncia entre o

esquema padrao e alternativos com antimoniato déumena

NOME DO VOLUNTARIO :

Este documento procura esclarecé-lo sobre o prebiensatde em estudo e sobre a
pesquisa que sera realizada, prestando informad@&aslhando os procedimentos e
exames, beneficios, inconvenientes e riscos patisnci

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é umang®ecausada por parasitos
chamados Leishmanias e que se apresenta comosfeadpele de dificil cicatrizacéo.
Algumas vezes, a LTA pode se tornar mais graveoleamdo as mucosas de
revestimento interno do nariz e da garganta, mesrios anos apoés a cicatrizagcao da
ferida na pele. Atualmente, ndo temos como sal@rm@ciente adoecera de novo e qual
permanecera curado definitivamente.

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) recomend#atr@s pacientes com LTA com
antimoniato de meglumina em altas doses (20mgifogrema de peso por dia) durante
20 a 30 dias, respeitando o limite maximo de 3 dasgpdiarias.. Entretanto, alteracdes
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nos rins, coracgédo, figado, pancreas e no sanguessgientes. Além de dores nas juntas
e desconforto no local de aplicagao das inje¢coesipontramuscular.

No Centro de Referéncia em Leishmanioses (CRLash)PEC, Fiocruz, uma dose
baixa de antimoniato de meglumina (5 mg por kilotaade peso por dia) tem se
revelado eficaz e bem tolerada no tratamento demas com LTA. Os pacientes com
a forma cutanea sao tratados por 30 dias. Os pasieam forma mucosa séo tratados
continuamente, por um minimo de 30 dias, prefeadme&nte sem interrupcao, até a
cicatrizacdo das mucosas, 0 que costuma ocorreg 80te 90 dias de tratamento.
Pacientes idosos ou com outras doengas associ@ldasatados com doses baixas em
séries de 10 dias com intervalos de 10 dias senicaggm. Pacientes que apresentem
contra-indicacdo para receber o tratamento porintramuscular ou que apresentem
sinais de intoxicacdo durante o tratamento, podssgiotratados com uma ou duas
aplicacdes de antimoniato de meglumina diretamesmiesao de pele.

Nossa experiéncia acumulada sugere que 0s esqueendasatamento alternativos
apresentam os mesmos bons resultados que o esgaend@ recomendado pelo MS,
porém, com menos efeitos adversos. Entretanto, rgerapos a concluséao deste estudo,
poderemos sugerir ao MS que altere as recomendpgées tratamento da LTA.

Agora que o seu diagnéstico de LTA foi confirmagocé estd sendo convidado a
participar de uma investigacdo clinica a ser raddz no IPEC-Fiocruz, com o0s
seguintes objetivos:

Avaliar a resposta ao tratamento da LTA com o wsdaliterentes doses ou formas de
aplicacdo de antimoniais

Descrever o comportamento dos antimoniais no céwpmano de acordo com 0S
diferentes esquemas de tratamento

Comparar a resposta imunolégica de pacientes trai@mm os diferentes esquemas

Caracterizar os isolados Heishmaniae verificar a sensibilidade ao antimonial

A sua participacao neste estudo é voluntaria. \pockera recusar-se a participar de uma
ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se detaaa qualquer momento, sem que
este fato Ihe venha causar qualquer constrangimeut@enalidade por parte da
Instituicdo. O seu atendimento médico ndo serdugicgdo caso vocé decida nao

participar ou caso decida sair do estudo ja in@i&s seus médicos poderdo também
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interromper a sua participacao a qualquer momeetqjlgarem conveniente para a sua
saude.

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consist@utorizar que a indicacdo do seu
tratamento para forma cutdanea de LTA, com antintonde meglumina por via
intramuscular, seja feita por sorteio para um dagisites grupos: 1) dose alta por 20
dias continuos; 2) dose alta em 2 séries de 10 3ase baixa por 30 dias continuos;
4) dose baixa em 3 séries de 10 dias. Caso hajgnalgontra-indicacdo para vocé
receber qualquer desses esquemas, o0 tratamentaesdizzado com uma ou duas
aplicacoes da medicagdo, com um intervalo de derasrsas, diretamente na leséo de
pele. Em caso de forma mucosa vocé podera seadorpara um dos seguintes grupos:
1) dose alta por 30 dias; 2) dose baixa diariamatéea cura. Os meédicos que irdo
avaliar o seu tratamento ndo saberdo qual o esquélzado e vocé ndo sabera se
estard tratando com dose alta ou baixa, para mémsefluenciados no julgamento.
Também sera necessaria a sua autorizacdo: 1) patdizacdo de documentacao
fotografica ou filmagem de suas lesbes para estBfiggara que parte do material
coletado periodicamente para a realizacdo de exgmes acompanhamento da
evolugao da sua doenga, assim como os resultadbssdexames de rotina e do seu
tratamento sejam utilizados neste estudo; 3) paeapqrte das amostras coletadas seja
estocada a fim de servir para outros estudos quwane como finalidade a melhor
compreensao da doenca, o desenvolvimento e avalicAovos métodos diagnosticos;
avaliacdo da resposta ao tratamento etc., desdetajuestudo seja previamente
analisado e autorizado por um Comité de Etica esquRsa.

Participando deste estudo vocé ter4 algumas resipitidades: seguir as instrugées do
seu médico; comparecer a unidade de saude nasndateadas; e relatar a seu médico
todas as reacdes que vocé apresentar duranteameérgb, tanto positivas quanto
negativas. Os exames e procedimentos aplicadosel#® gratuitos. Vocé recebera
todos os cuidados médicos adequados para a sugaddéaso vOocé necessite de
atendimento médico, durante o periodo em que egiasticipando do estudo, mesmo
fora do seu agendamento, procure o Instituto deues Clinica Evandro Chagas -
Fiocruz. Em caso de necessidade ligue para o bnaAdo de Oliveira Schubach, Dra.
Claudia Maria Valete Rosalino, Dra. Rilza Beatrizra. Erica Vasconcellos, Dra.

Mariza Salgueiro, Dra. Ana Cristina nos telefoneisa. Caso vocé apresente qualquer
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problema que necessite de internacdo, a equipecanguovidenciara seu leito no
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas +&ic

Sua identidade serd mantida como informacéo cardide Os resultados do estudo
poderdo ser publicados sem revelar a sua identidadaas imagens poderdo ser
divulgadas desde que vocé ndo possa ser reconhEaitietanto, se necessario, 0s seus
registros médicos estardo disponiveis para conpatt@aa equipe envolvida no estudo,
para o Comité de Etica em Pesquisa, para as Aati@giSanitarias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que pégassarias antes de concordar em
participar do estudo, assim como a qualquer momeduatante o tratamento. O seu
médico deverd oferecer todas as informagfes ne@sssdlacionadas a sua saude, aos
seus direitos, e a eventuais riscos e beneficlasioeados a sua participacdo neste
estudo.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos atés alias atuais O medicamento
glucantime costuma causar efeitos indesejaveisde&ie ser utilizados na gravidez e
seu uso em mulheres em idade reprodutiva devecsenpanhado de uso de método
anticoncepcional eficaz como preservativo de latewasculino ou feminino
("camisinha"), diafragma feminino ou anticoncepaiooral (“pilula").

Formas de ressarcimento:Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento,
podera ser fornecida alimentacdo conforme rotinéSdovico de Nutricdo e Servigo
social do IPEC para pacientes externos.

Beneficios esperadosEspera-se que, ao final do tratamento, vocé estedo da
LTA, embora as consultas de retorno por varios ampds o tratamento sejam
necessdarias para a confirmacdo da cura. Os ressiltddste estudo poderdo nao
beneficia-lo diretamente, mas no futuro, poderaeefeiar outras pessoas, pois espera-
se gue este estudo contribua para que o acompantmane tratamento de pacientes
com LTA possa ser feito de forma mais eficaz e issegu

Declaro que li e entendi todas as informagdes erfes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidasqepe médica, a qual estara a
disposicéo para responder minhas perguntas semereutiver davidas.

Recebi uma coépia deste termo de consentimento e peésente consinto,
voluntariamente, em participar deste estudo deyissq



Nome paciente:

Data

Nome médico:

Data
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ANEXO 2—-TERMO DE CONSENTIMENTO L IVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICAO: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Bruz
COORDENADOR DA PESQUISAArmando de Oliveira Schubach

ENDERECQ Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - R- CEP 21040-900
TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9541 / FAX (0xx21) 3865425

NOME DO PROJETO DE PESQUISA

Estudo para a sistematizacdo do atendimento deerpasi com Leishmaniose
Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em-LIhAtituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas - Fiocruz

NOME DO VOLUNTARIO :

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € umaceue atinge seres humanos e
animais, incluindo o céo, causada por parasitosnatlas Leishmanias. A doenca é
transmitida pelo "mosquito palha", que vive em @egide mata, plantagcdes de banana,
manga etc. localizadas proximas as moradias humande costuma entrar para se
alimentar de sangue de pessoas e animais domé#itds\ se apresenta como feridas
na pele de dificil cicatrizacdo. Algumas vezes, TéALpode se tornar mais grave,
envolvendo as mucosas de revestimento interno dp @aa garganta, mesmo varios
anos apos a cicatrizacdo da ferida na pele. Attdaénedo temos como saber qual
paciente adoecera de novo e qual permanecera aleéiditivamente.

Outras doencas como infec¢des por bactérias, wibsg; sifilis, esporotricose, outras
micoses, tumores etc. podem se manifestar de fpamecida com a leishmaniose e
precisam ser diferenciadas para que se possarinidiatamento correto. Entretanto,
com 0s exames existentes atualmente, nem semprensegue ter certeza absoluta
sobre qual a doengca em questao.

No momento, varias perguntas precisam ser respasndioino: de que outras maneiras
a LTA pode se manifestar? como se comportam os e&xae laboratdrio antes, durante
e ap0s o tratamento? quais pacientes, mesmo apfsamento, irdo reabrir suas

cicatrizes ou irdo desenvolver doenca dentro diz maw na garganta? que outras
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doengas parecidas estdo sendo confundidas com aelL@Bais exames devem ser
utilizados para esclarecimento? qual o papel dasdaimanos como reservatérios da
doenca? quais as melhores formas de tratamentoepidas devem ser tomadas para
controlar o problema?

Pelo presente documento, vocé estd sendo convaado(participar de uma
investigacao clinica a ser realizada no IPEC-Figaram os seguintes objetivos:
Descrever aspectos da LTA: manifestacdes clinicasaenes de laboratério, tentando
estabelecer padrbes de apresentacdo da doencanedeuwle evolucdo, comparando
com outras doencas.

Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogaszatilas no tratamento da LTA levando
em consideracao o tempo de tratamento, toxicidaddidade de administracéo, custo e
auséncia de envolvimento das mucosas do narigjardanta.

Isolar, identificar e comparar as leishmanias cdmiss da LTA provenientes de
diversas localidades.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o prebisnsatde em estudo e sobre a
pesquisa que sera realizada, prestando informagd@&alhando os procedimentos e
exames, beneficios, inconvenientes e riscos patisnci

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. \pockera recusar-se a participar de uma
ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se detaiaa qualquer momento, sem que
este fato Ihe venha causar qualquer constrangimeut@enalidade por parte da
Instituicdo. O seu atendimento meédico ndo seraughicgdo caso vocé decida nao
participar ou caso decida sair do estudo ja in@ids seus médicos poderdo também
interromper a sua participacao a qualquer momeetgjlgarem conveniente para a sua
saude.

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consisteautorizar a realizacdo de uma
série de exames para o diagndéstico da sua doerqae parte deste material, assim
como os resultados destes exames de rotina, séjaados neste estudo. Também sera
necessaria a sua autorizacdo: 1) para a utilizadgdalocumentacdo fotografica ou
flmagem de suas lesdes para estudo 2) para que plar material coletado
periodicamente para a realizacdo de exames pangpaochamento da evolucdo da sua
doencga, assim como 0s resultados destes examedire @ do seu tratamento sejam

utilizados neste estudo 3) para que parte das easastletadas seja estocada a fim de



92

servir para outros estudos que tenham como firddida melhor compreensédo da
doenca, o desenvolvimento e avaliacdo de novosdotdiagnésticos; avaliacdo da
resposta ao tratamento etc., desde que tal estjyalpreviamente analisado e autorizado
por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados |he serdoitgsatWocé recebera todos os
cuidados médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé tera algumas resipitidades: seguir rigorosamente as
instrucdes do seu médico; comparecer a unidadaltke snas datas marcadas; relatar a
seu meédico todas as reagfes que vocé apresendgatedortratamento, tanto positivas
guanto negativas.

Caso vocé necessite de atendimento médico, dumnperiodo em que estiver
participando do estudo, procure o Instituto de BisagClinica Evandro Chagas -
Fiocruz, mesmo fora do seu agendamento. Em caswckssidade ligue para o Dr.
Armando de Oliveira Schubach, Dra. Fatima Concefifia ou Dra. Mariza Salgueiro
nos telefones acima. Caso vocé apresente qualquaelrayclinico que necessite de
internacdo, a equipe médica providenciara seu festdnstituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas - Fiocruz. Seus animais com suspeital A poderdo ser atendidos
gratuitamente pela médica veterinaria Dra. TaniaiaMRacheco Schubach no Servigo
de Zoonoses do IPEC.

Sua identidade serd mantida como informacéo cardide Os resultados do estudo
poderdo ser publicados sem revelar a sua identidadaas imagens poderdo ser
divulgadas desde que vocé ndo possa ser reconhEaitietanto, se necessario, 0s seus
registros médicos estardo disponiveis para conpat@aa equipe envolvida no estudo,
para o Comité de Etica em Pesquisa, para as Aati@giSanitarias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que pégassarias antes de concordar em
participar do estudo, assim como a qualquer momeduatante o tratamento. O seu
médico deverd oferecer todas as informagfes ne@sssdlacionadas a sua saude, aos
seus direitos, e a eventuais riscos e beneficlasioeados a sua participacdo neste
estudo.

Procedimentos, exames e testes que serao utilizados

Antes do tratamento havera coleta de informacfesesodoenca; exame médico geral

e exame da pele com descricdo e documentacao dbtagou filmagem das lesoes;
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exame interno do nariz e da garganta com um apactdimado fibra 6tica, que permite
ver lesdes pequenas ou em locais de dificil acgss®@ descricdo e documentacdo
fotografica ou filmagem das lesbes (se necess&rné aplicado "spray" anestésico
local). Retirada, com anestesia local, de um pemtdeargmento da lesdo de pele, de
mucosa ou de "ingua" para realizacdo de exames f@ata diagnostico (aspecto
microscopico do tecido doente e culturas para tigatale isolamento de possiveis
agentes de doenca como fungos, bactérias e leisshaguanto para pesquisa
(identificacdo de células e outros componentesedposta inflamatéria, assim como
novos métodos de identificacdo dos possiveis agetdedoenca). Outros materiais
também poderédo ser coletados na tentativa de isokantlo agente causador da doenca:
aspiracdo com seringa e agulha do bordo da les#® screcbes em lesdes de pele
fechadas.

Outros exames também serdo realizados para diaarostitras doencas possiveis de
serem confundidas com a LTA, para classificar asigele da doenca e avaliar os
efeitos dos medicamentos a serem utilizados dumardeu tratamento: um a quatro
testes cutaneos (injecdo da décima parte de unitnmitle um reativo para determinada
doenca na pele da regido anterior do antebragaaladgvera ser revista entre 2 a 3 dias
apos a injecdo); exames de sangue (quantidadeatentey a aproximadamente trés
colheres de sopa), exame de saliva (coletada cortiponde cotonete), radiografia dos
pulmdes e da face (se necessario complementad@mpografia computadorizada); e
eletrocardiograma.

O tratamento da LTA em pacientes humanos costumac@® o0 medicamento
glucantime por via intramuscular (IM), intraven@B&) uma injecéo ao dia, geralmente,
durante um periodo de 30 dias continuos ou comrvaltss de descanso.
Excepcionalmente, para idosos, pacientes com dseyrgaes ou que nao tolerem o
tratamento normal, podera ser utilizada a via lesianal (IL). O tempo do tratamento
podera ser diminuido ou aumentado conforme a ndeess Outras opc¢bes de
tratamento sdo a anfotericina B (IV) e a pentamaid{iM), ambas injetaveis e
necessitando medidas de acompanhamento parecidassado glucantime.

Apbs o inicio do tratamento, vocé devera compara@agroximadamente trés consultas
dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesbes nawizgoa totalmente, o tratamento

podera ser continuado pelo periodo de tempo netesséd se atingir a cura clinica,
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vocé deverd retornar para consulta de reavaliagéd,e3, 6, 9 e 12 meses ap0s o
término do tratamento. E, a partir de entdo, pedmes uma vez por ano durante um
prazo indefinido (no minimo 5 anos).

A cada retorno deverdo ser realizados avaliacdoicanéel exames de sangue (na
guantidade aproximada de uma ou duas colherespidg para avaliar os efeitos dos
medicamentos utilizados no seu tratamento e/ou gaaliar a evolucdo da doenca.
Outros exames, como o eletrocardiograma durantgtamento, poderdo ser realizados
quando indicados.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até dias atuais

A coleta de sangue poderd causar alguma dor no ntonta puncdo venosa e,
eventualmente, podera haver a formacédo de umaémaada no local, que voltara ao
normal dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, os testes na pele poderao, appesem reacéo forte com inflamacgao
do local, formagao de bolhas e, mais raramenteydoéo de ferida. Todo o processo
costuma regredir dentro de alguns dias a poucagrnsem

Tanto os testes na pele quanto o anestésico inje@mdhomento da bidpsia (retirada de
um pequeno fragmento de pele para exame) podeudarcalergia, geralmente limitada
ao aparecimento de areas vermelhas, empoladas eco@ina na pele e que respondem
bem a medicamentos anti-alérgicos. Mais rarameatierd haver uma reacdo mais
severa com dificuldade de respirar e necessidadriidados mais intensos, existentes
no IPEC.

No local da bidpsia podera ocorrer inflamacao ¢ doompanhados ou ndo de infecgédo
por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser nemessdso de medicamentos para dor e
antibioticos.

O medicamentos glucantime e pentamidina costumarsacafeitos indesejaveis, nao
devem ser utilizados na gravidez e seu uso em magllem idade reprodutiva deve ser
acompanhado de uso de método anticoncepcionakzefmamo preservativo de latex
masculino ou feminino ("camisinha™), diafragma femo ou anticoncepcional oral
("pilula”). Quando o tratamento ndo puder ser aijiad anfotericina B podera ser
utilizada na gravidez. Os exames com raios-x tambh&m devem ser realizados em
gravidas.

Formas de ressarcimento:
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Sempre que necessério, nos dias de seu atendirpedira ser fornecida alimentacao
conforme rotina do Servico de Nutricdo e Servicaiadodo IPEC para pacientes
externos.

Beneficios esperados:

Espera-se que, ao final do tratamento, vocé estefao da LTA, embora as consultas
de retorno por varios anos apés o tratamento segressarias para a confirmagédo da
cura. Os resultados deste estudo poderdo ou nafidi@ho diretamente, mas no
futuro, poderdo beneficiar outras pessoas, poigerese também que este estudo
contribua para que o diagndéstico e acompanhamentoatamento de pacientes com
LTA possa ser feito de forma mais eficaz e segura.

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnodtfecente de LTA, vocé sera
devidamente orientado a buscar o tratamento matpuadio para o0 seu caso.

Declaro que li e entendi todas as informagOes erfes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondildasquepe médica, a qual estara a
disposicéo para responder minhas perguntas semereutiver davidas.

Recebi uma coOpia deste termo de consentimento e peésente consinto,

voluntariamente, em participar deste estudo deyissq

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunHa Data
Nome testemunia Data

! Apenas no caso de pacientes impossibilitados difestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, devera ser asgieladoai, méde ou responsavel legal.



