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Antonio-Oliveira, L. F. A influéncia de infeccdo secundaria e outros fatores na
cicatrizagéo de lesdes ulceradas de leishmaniose cutanea e de esporotricose. Rio de
Janeiro, 2016.110 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] —
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — Fundag¢éo Oswaldo Cruz

RESUMO

A leishmaniose cutdnea (LC) e a esporotricose frequentemente se apresentam com lesdes
ulceradas. O rompimento da barreira cutanea predispde a infeccdo secundaria. Em tese, a
presenca de bactérias e/ou fungos nas lesGes ulceradas poderia dificultar o processo de
cicatrizagdo. Ambas sdo doencas endémicas no estado do Rio de Janeiro e fazem parte do
diagnostico diferencial das lesGes cutaneas ulceradas. Objetivamos verificar a presenca de
bactérias e/ou fungos nas Ulceras cutaneas de leishmaniose e esporotricose, e averiguar se isto
interferiu na epitelizacdo e cicatrizacdo das lesbes ulceradas e no tempo necessario para tais
desfechos. Em um estudo de coorte prospectivo, foram incluidos 25 pacientes com LC e 64
pacientes com esporotricose, com leses ulceradas, atendidos no Laboratério de Pesquisa
Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil, entre outubro de 2013 e fevereiro de 2016.
Na fase de investigacdo diagnoéstica, as Ulceras cutaneas foram biopsiadas para coleta de
fragmentos para exame bacterioldgico (bacterioscopia e cultura de bactérias aerdbicas e
anaerobicas facultativas), cultura para Leishmania spp e cultura para fungos, cada qual em
meios apropriados. Verificou-se a resposta terapéutica (epitelizacéo e cicatrizacdo) e o tempo
em dias necessario para alcancar estes desfechos, comparando os pacientes que apresentaram
ou ndo bactérias e/ou fungos nas lesdes ulceradas por ocasido do diagndstico. Cerca de 40%
das lesdes de pacientes com LC apresentaram infeccdo secundaria por um ou mais de 5
diferentes microorganismos: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
parapsilosis, Enterococcus faecalis, e Streptococcus pyogenes. Nos casos de esporotricose,
encontramos 9,4% das lesGes com coinfeccdo por Staphylococcus aureus e/ou Enterobacter
cloacae. Conseguimos isolar Sporothrix spp em meio NNN + Schneider em 98% dos casos de
esporotricose. A ocorréncia de infeccdo secundaria foi estatisticamente superior nos casos de
LC do que na esporotricose, no entanto, ndo influenciou o tempo de epitelizacdo ou de
cicatrizacao total das lesdes destas enfermidades. Na LC a localizacdo da lesdo influenciou o
tempo de epitelizacdo, e o didmetro da lesdo e o tratamento utilizado influenciaram a
cicatrizacao total das les6es. Nos casos de esporotricose, a idade e a visualizacdo de fungos no
exame histopatégico influenciaram no tempo de epitelizagdo da doenca, e o tempo de
evolucdo da doenca e a visualizacdo de fungos no exame histopatdgico ajustados por sexo
influenciaram no tempo de cicatrizacdo total. O sexo, ocorréncia de infeccdo secundaria,
localizacdo, tipo de cicatriz, tempo de evolucdo e nimero das lesbes foram significativamente
diferentes entre LC e esporotricose e podem auxiliar no diagnostico diferencial entre estas
duas doencas.

Palavras-chave: Bactérias; Cicatrizacdo; Esporotricose; Fungos; Leishmaniose cutanea.



Antonio-Oliveira, L. F. The influence of second infection and others factors in scaring
lesions of cutaneous leishmaniasis and sporotrichosis. Rio de Janeiro, 2016.110 f. Thesis
[Doctorate degree in Clinical Research in Infectious Diseases] — Evandro Chagas National
Institute of Infectious Diseases - Oswaldo Cruz Foundation

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) and sporotrichosis often present with ulcerated lesions.
The rupture of the skin barrier predisposes to secondary infection. In thesis, the presence of
bacteria and / or fungi in the ulcerated lesions could hinder the healing process. Both are
endemic diseases in the state of Rio de Janeiro and they are part of the differential diagnosis
of the ulcerated skin lesions. We aimed to verify the presence of bacteria and / or fungi in
cutaneous ulcers of leishmaniasis and sporotrichosis, and also to investigate if it interfered in
the epithelialization and in the total healing of the ulcerated lesions, as well as in the time
necessary for such outcomes. A prospective cohort study included 25 patients with CL and 64
patients with ulcerated sporotrichosis treated at the Laboratory of Clinical Research and
Surveillance in Leishmaniases of the Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil, between October, 2013 and
February, 2016. Cutaneous ulcers were submitted to biopsy as part of the procedures during
diagnostic investigation phase, and fragments of the lesions were sent to bacteriological
exams (bacterioscopy and culture for aerobic and facultative anaerobic bacteria), culture for
Leishmania spp and culture for fungi, each one in appropriate media. The therapeutic
response (epithelialization and total healing) and the time in days required to reach these
outcomes were analysed in order to compare patients who presented or not bacteria and / or
fungi in the ulcerated lesions at the time of diagnosis. About 40% of the lesions of patients
with CL presented secondary infection by one or more of 5 different microorganisms:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida parapsilosis, Enterococcus
faecalis, and Streptococcus pyogenes. In sporotrichosis cases, we found 9.4% of the lesions
co-infected with Staphylococcus aureus and / or Enterobacter cloacae. We were able to
isolate Sporothrix spp in NNN + Schneider medium in 98% of cases of sporotrichosis. The
occurrence of secondary infection was statistically higher in LC cases, however, did not
influence the time of epithelialization or of total healing of leishmaniasis or sporotrichosis
lesions. The location of the lesion influenced the epithelialization time, and the diameter of
the lesion and the used treatment influenced the time for total healing of the lesions in CL
cases. Regarding sporotrichosis cases, the age and the visualization of fungi in the
histopathological examination influenced the time of epithelialization of the cutaneous
lesions, and the time of evolution of the disease and the visualization of fungi in the
histopathological examination adjusted by sex influenced in the time of total healing. The sex,
occurrence of secondary infection, location, type of scar, age and number of the lesions were
significantly different between CL and sporotrichosis and may help in the differential
diagnosis between these two diseases.

Key words: Bacteria; Cutaneous leishmaniasis; Fungi; Healing process; Sporotrichosis.
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1 INTRODUCAO

Leishmaniose tegumentar americana e esporotricose sdo doengas endémicas no estado
do Rio de Janeiro (RJ), com superposicdo das areas afetadas. Entre 2013 e 2015 foram
confirmados 1.859 casos de esporotricose (SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DO
RIO DE JANEIRO, 2016a) e 90 casos de leishmaniose tegumentar americana
(SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DO RIO DE JANEIRO, 2016b) no estado do Rio
de Janeiro.

A LC e a esporotricose apresentam-se muitas vezes como Ulceras cutaneas com
aspectos semelhantes, podendo ser confundidas do ponto de vista clinico, 0 que torna
necessario estabelecer diagnostico diferencial entre ambas. As lesdes ulceradas sdo passiveis
de contaminagdo secundaria, e tal ocorréncia pode acarretar prejuizo no processo de

cicatrizacao das Ulceras.

1.1 Leishmaniose tegumentar americana

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma importante doenca endémica no
Brasil. Entre 1985 e 2005, o nimero médio de casos anuais foi de cerca de 28.500, com
coeficiente de deteccdo médio de 18,5 casos / 100.000 habitantes, afetando todas as unidades
da federacdo (BRASIL, 2013). Nos ultimos anos, 0 nimero de casos no Brasil diminuiu
consideravelmente: entre 2007 e 2015, o numero médio de casos anuais de LTA no Brasil foi
de 21.865 e o coeficiente de deteccdo foi de aproximadamente 10,7 casos por 100.000
habitantes (BRASIL, 2016; IBGE, 2016).

O homem ¢é um hospedeiro acidental que adquire a doenca pela picada da fémea
infectada do inseto vetor. No Rio de Janeiro, a LTA é causada em quase sua totalidade pela
Leishmania (Viannia) braziliensis, cuja transmisséo depende da adaptacdo do vetor Lutzomyia
intermedia ao ambiente domiciliar e peridomiciliar (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). A
populacdo de L. (V.) braziliensis circulante neste estado parece ser geneticamente homogénea
(BAPTISTA et al, 2009).

Ap0s RABELLO (1913) relatar o primeiro caso de leishmaniose tegumentar no estado
do Rio de Janeiro, casos autdctones descontinuos tém sido registrados. Um maior contato

entre individuos suscetiveis e vetores, provocado pelo movimento de urbanizacdo, criou as



15

condicBes necessarias para manutengdo dessa endemia (KAWA E SABROZA, 2002). Entre
2004 e 2013, as areas com maior ocorréncia de casos foram o municipio do Rio de Janeiro e a
regido metropolitana do estado, onde observamos a presenca de areas florestais remanescentes
da Mata Atlantica ou areas reflorestadas, como o Parque Estadual da Pedra Branca e a
Floresta da Tijuca, funcionando como potenciais reservatorios de parasitos e vetores
favoraveis ao desenvolvimento da LTA (VITA et al, 2016).

1.1.1 Apresentacdo clinica da Leishmaniose tequmentar americana

O quadro clinico da LTA depende das espécies infectantes e também da resposta
imune do hospedeiro, principalmente a resposta imune mediada por células (BRASIL, 2013).
Outros fatores que afetam a apresentacdo clinica incluem: quantidade de parasitos inoculados,
local da inoculagéo, presenca de comorbidades e o estado nutricional do hospedeiro (FARAH,
1993). Leishmania (V.) braziliensis esté associada com leishmaniose cutanea e mucocutanea e
Leishmania (Leishmania) amazonensis com leishmaniose cutdnea e com a forma difusa
anérgica (SILVEIRA et al, 2004; AZEREDO-COUTINHO et al, 2007; BRASIL, 2013). A
maioria dos pacientes infectados com L. (V.) braziliensis apresenta a forma cutanea tipica
(BARRAL et al, 1992; BARRAL et al, 1995). Em alguns casos a infeccdo pode tornar-se
subclinica ou evoluir para as formas clinicas de LTA (cutanea ou cutaneomucosa) (GONTIJO
E CARVALHO, 2003).

A LC pode ser classificada como: a) forma cutanea localizada, com lesdo Unica ou
multiplas; b) forma cutanea disseminada, caracterizada pelo aparecimento de multiplas (dez
ou mais) lesbes ulceradas, pleomorficas, papulosas ou de aparéncia acneiforme, acometendo
varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco; ¢) forma recidiva
catis, com aspecto de reativacdo na borda da cicatriz; e d) a rara leishmaniose difusa anérgica,
com tubérculos e lesBes infiltradas que podem atingir grandes extensdes (BRASIL, 2013).

A Ulcera tipica de LC é indolor e costuma localizar-se em areas da pele expostas a
picada de insetos; com formato arredondado ou ovalado; base eritematosa, infiltrada e de
consisténcia firme; bordas bem delimitadas e elevadas; fundo avermelhado e com granulagdes
grosseiras (figura 1). A infeccdo bacteriana associada pode causar dor local e produzir
exsudato seropurulento que, ao dessecar-se em crostas, recobre total ou parcialmente o fundo
da Ulcera (PESSOA; BARRETO, 1948). Outras apresentacdes cutneas menos frequentes
podem ser encontradas (BRASIL, 2013).
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Figura 1: Lesdo ulcerada tipica de lesihmaniose cutanea. Fonte: Lyra MR.

Apbds o tratamento, as lesdes cutdneas costumam deixar cicatrizes atroficas,
deprimidas, com superficie lisa, areas de hipo ou de hiperpigmentacdo e traves fibrosas.
Algumas vezes podem tornar-se hipertréficas ou podem passar despercebidas, por sua
coloragéo, tamanho, forma ou localizagdo (figura 2) (BRASIL, 2013).

Figura 2: Cicatriz atrdfica de leishmaniose cutanea com caracteristicas
areas de hiper/hipocromia.Fonte: Lyra MR.

Raramente, lesGes que ndo foram tratadas podem apresentar cura espontdnea em
periodo de alguns meses a poucos anos (MARSDEN et al, 1984; RIBEIRO, 2015; COTA et
al, 2016), podendo também permanecer ativas por varios anos e coexistir com lesdes mucosas
de surgimento posterior (PESSOA; BARRETO, 1948).
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A ocorréncia de lesbes muito numerosas € incomum. Na leishmaniose disseminada
ocorre disseminagdo hematica com 10 ou mais lesfes cutaneas afetando partes ndo contiguas
do corpo, polimorficas, podendo chegar a centenas de lesGes; em até 44% destes casos,
coexistem lesdes mucosas (BRASIL, 2013; ROSA; MACHADO, 2011).

1.1.2 Diagnostico da Leishmaniose tequmentar americana

O diagnostico da LTA é realizado pelo exame clinico, com auxilio da histéria
epidemioldgica do paciente e de exames complementares. O diagnostico de certeza se obtém
pela demonstracdo do parasito, por meio da pesquisa direta das formas amastigotas
(escarificacdo, aspiracdo ou aposicdo em lamina de fragmento de lesdo cutanea ou mucosa
obtido por bidpsia) ou cultura [aspirado ou fragmento de lesdo cutanea ou mucosa semeado
em meios Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) + Schneider]. O diagndstico também pode ser
obtido pela pesquisa de parasitos em cortes histolégicos (histopatologia convencional e/ou
imunohistoquimica) e pela reacdo em cadeia da polimerase em fragmento de lesdo
(FURTADO, 1980; GONTIJO; CARVALHO, 2003; FAGUNDES et al, 2010; QUINTELLA,
2012; BRASIL, 2013, MELLO; MADEIRA, 2015). Alguns autores tém sugerido a associacdo
de diferentes exames como uma forma de melhorar a acuidade diagnostica (SZARGIKI et al,
2009; FAGUNDES et al, 2010).

Na prética, o teste complementar mais utilizado, associado a resposta imune celular,
era a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), que apresenta cerca de 90% de sensibilidade
(FAGUNDES et al, 2012; ANTONIO et al, 2014). No entanto, no Brasil, atualmente ndo ha
producdo do antigeno e sua distribuicdo pelo Ministério da Saude foi interrompida por tempo
indeterminado. Dentre os métodos soroldgicos estdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(IFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) Uteis para o diagndstico das diferentes formas
clinicas e no seu acompanhamento (FURTADO, 1980; BARROSO-FREITAS et al, 2009;
BRASIL, 2013).

1.1.3 Tratamento da Leishmaniose tequmentar americana

Os antimoniais pentavalentes constituem os medicamentos de primeira linha para o
tratamento das leishmanioses (HERWALDT; BERMAN, 1992). A despeito das variagdes
encontradas ao redor do mundo, tanto na resposta terapéutica aos antimoniais pentavalentes

qguanto na sensibilidade in vitro demonstrada por diferentes isolados de Leishmania spp.,
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alguns regimes terapéuticos tém sido sugeridos (HERWALDT; BERMAN, 1992,
ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010; OLIVEIRA et al, 2011). As principais
diferencas entre 0s esquemas terapéuticos preconizados estdo relacionadas ao uso de
antimoniato de meglumina ou de estibogliconato de sddio, via de administracéo,
administragdo continua ou intermitente do medicamento, dose diaria, duracéo do tratamento,
critérios utilizados para interromper ou para prolongar o tratamento e as espécies e cepas de
Leishmania envolvidas (BERMAN, 1988; LLANOS-CUENTAS et al, 2008; OLIVEIRA et
al, 2011). A formulacdo do antimonial pentavalente disponivel no Brasil € o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) (BRASIL, 2013).

O Ministério da Saude recomenda tratar a LC com antimoniato de meglumina na dose
de 10 a 20 mg de antimonio pentavalente (Sb®*) / kilograma de peso / dia durante 20 dias
(BRASIL, 2013). Deve-se respeitar o limite maximo de 3 ampolas diarias. Se ndo houver
cicatrizacdo completa ap6s 12 semanas do término do tratamento, o esquema terapéutico
devera ser repetido durante 30 dias apenas uma vez. Em caso de ndo haver resposta, deve-se
utilizar um dos medicamentos de segunda escolha: anfotericina B ou pentamidina (BRASIL,
2013).

No Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses (LapClin
Vigileish) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), os pacientes com LC s&o tratados rotineiramente com antimoniato de
meglumina 5mg Sb°*/kg/dia por 30 dias (OLIVEIRA-NETO et al, 1997a; 1997b;
SCHUBACH et al, 2005; LYRA, 2013). Mesmo que ndo ocorra epitelizacao total das lesdes
ao final do tratamento, 0 mesmo é interrompido e o0 paciente é reavaliado periodicamente até a
epitelizacdo das lesdes ulceradas. Nos meses seguintes a epitelizacdo, observa-se o sucessivo
desaparecimento das crostas, da descamacao, da infiltracdo e, finalmente, do eritema, com o
desenvolvimento de cicatriz atréfica, hipertrofica ou imperceptivel (SCHUBACH et al, 2005;
LYRA, 2013).

Em pacientes idosos e com comorbidades (cardiopatias, nefropatias, hepatopatias), as
interrupcodes e a dificuldade para concluir o tratamento antimonial s&o frequentes, mesmo com
a dose de 5mg continuos, em regime de internacdo ou de hospital-dia. Entretanto, observou-se
que, com frequéncia, as lesbes continuavam a progredir para cicatrizacdo durante o periodo
apos a suspensdo da medicacdo. Na experiéncia de alguns autores, esquemas em séries de 10
dias intercaladas por periodos de 10 dias sem medicacdo, até a cicatrizacdo das lesoes,
acarretaram menor incidéncia de efeitos adversos e menor indice de abandono (AZEREDO-
COUTINHO; MENDONCA, 1997; FALQUETO; SESSA, 1997).
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Pacientes com poucas lesbes cutaneas, que por qualquer motivo apresentem
impossibilidade de receber medicacdo parenteral regular ou que apresentem sinais de
toxicidade importante ao antimonial por via sistémica, poderdo ser submetidos ao tratamento
com antimoniato de meglumina por via intralesional (VASCONCELLOS et al, 2012; SILVA
et al, 2016.). Nesse caso, injeta-se o volume necessério para infiltrar a lesdo (geralmente entre
5-20 ml) (DUQUE et al, 2016). A evolucdo das lesGes costuma ser semelhante aquela
observada com tratamento continuo ou em séries.

Em todos os casos 0s pacientes devem ser monitorados com exame clinico,
eletrocardiograma, hemograma, provas de funcéo hepatica, renal e pancreatica (LYRA et al,
2016).

Os critérios utilizados para considerar a cura clinica da doenca consistem em: lesdes
cutaneas cicatrizadas e auséncia de lesbes mucosas em atividade. Adicionalmente, espera-se
que anticorpos IgG anti-Leishmania estejam ausentes no soro ou detectados em titulos baixos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). Para controle de cura apds o tratamento é
necessaria a reavaliacdo regular dos pacientes.

PASSOS et al (2000) definem recidiva como ocorréncia de nova lesdo na cicatriz
cuténea; ocorréncia de lesdo mucosa em paciente com cicatriz de lesdo cuténea; ou reativacdo
na cicatriz de lesdo mucosa, e destaca a IDRM negativa por ocasido do diagndstico como
fator preditor de recidiva da doenca. Para o Ministério da Salde recidiva é o “reaparecimento
de lesdo leishmaniotica em qualquer parte do corpo no periodo de até um ano apds a cura
clinica, descartada a possibilidade de reinfeccdo, considerando-se a historia da doenca atual e
a realidade epidemioldgica de transmissdo do agravo bem como os possiveis deslocamentos
do paciente” (BRASIL, 2013)

A falha terapéutica é definida pelo Ministério da Saude como auséncia de remisséo
clinica apds dois esquemas terapéuticos regulares (BRASIL, 2013). Para RODRIGUES et al
(2006) o insucesso terapéutico foi definido como a néo cicatrizacdo da lesdo cutdnea ou a sua
recrudescéncia durante os trés meses de seguimento ap6s o térmico do primeiro esquema
terapéutico, independente da regularidade do tratamento.

O sucesso relatado na literatura com os antimoniais varia largamente (ROMERO et al,
2001), com namero crescente de relatos de falha do tratamento com estas medicagdes
(LAWN, 2003). Alguns dos fatores que estdo associados com falha terapéutica s&o: o nimero
de lesGes, tratamento precoce, esquema de tratamento incompleto, resultado do IDRM e
tempo de evolugédo da doenca (RODRIGUES et al, 2006; ANTONIO et al, 2014).
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1.2 Esporotricose

A esporotricose é uma micose subaguda ou cronica causada, na maior parte das vezes,
por implantacdo traumatica do fungo dimorfo Sporothrix schenckii sensu lato (RANGEL-
GAMBOA et al, 2016). A doenca tem distribuicdo mundial, com predominio em &reas
tropicais e temperadas (CHAKRABARTI et al, 2015). Acomete todas as faixas etérias, e em
algumas regides, a diferenca na distribuicdo dos casos por idade e género esta relacionada a
ocupacdo e exposicdo ao fungo. A transmissdo esta correlacionada principalmente a
atividades agricolas, jardinagem, caca a tatus e contato com gatos infectados pelo fungo
(SCHUBACH et al, 2005b; SCHUBACH et al, 2008; BARROS et al, 2008; TAKENAKA et
al, 2009, BARROS, 2011a).

Trata-se de uma doenca endémica no estado do Rio de Janeiro (RJ), onde foi relatada
a espécie Sporothrix brasiliensis correlacionada a apresentacfes clinicas tipicas ou pouco
habituais da doenca (ALMEIDA-PAES et al, 2014). Casos humanos de esporotricose foram
ocasionalmente diagnosticados no RJ desde 1936 (GONCALVEZ; PERYASSU, 1954). Em
1998, uma epidemia zoondtica envolvendo humanos, cédes e gatos foi detectada (BARROS,
2001). As mulheres acima de 40 anos envolvidas em atividades domésticas e no cuidado de
gatos tém sido predominantemete afetadas nesta epidemia/endemia (BARROS et al, 2008;
SCHUBACH et al, 2008). A maior incidéncia de casos de esporotricose ocorre nos
municipios da Regido Metropolitana I, que é a de maior populacdo e com ocupacdo urbana
mais antiga (SILVA et al, 2012). O perfil epidemioldgico da doenca no estado demonstrou
um aumento crescente no numero e na dispersao dos casos (BARROS et al, 2004; SILVA et
al, 2012; SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DO RIO DE JANEIRO, 2016a). Entre
2013 e 2015 foram confirmados 1.859 casos de esporotricose no estado (SECRETARIA DE
ESTADO DE SAUDE DO RIO DE JANEIRO, 2016a).

1.2.1 Apresentacdo clinica da esporotricose

As lesbes costumam ser restritas a pele, tecido celular subcutaneo e vasos linfaticos
adjacentes (BARROS et al, 2011), entretanto eventuais formas sistémicas tém sido descritas
(GUTIERREZ-GALHARDO et al, 2010).

A forma clinica parece depender em parte do tamanho do in6culo, da profundidade da
inoculagdo, da viruléncia e tolerancia térmica da cepa e do estado imune do hospedeiro
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al, 2009; BARROS et al, 2011). E classificada em formas
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cutanea, mucosa e extracutanea (BARROS et al, 2011). A forma cuténea ocorre geralmente
apos pequena inoculacdo traumatica e pode permanecer localizada (forma cuténea fixa) ou se
estender ao longo do trajeto linfatico (forma linfocutanea); mais raramente, pode haver
disseminacdo hematica do fungo com acometimento exclusivamente cutaneo caracterizando a
forma cuténea disseminada (BARROS et al, 2011).

Dentre todas as apresentacGes da esporotricose, a mais frequente é a linfocutanea, que
ocorre em mais de 70% dos casos (figura 3A). A lesdo primaria surge geralmente nas
extremidades superiores, face ou membros inferiores, correspondendo aos locais mais
expostos a traumas. Tem inicio como lesdo eritematopapulosa ou pustulosa, que evolui com
formacdo de nodulo ou placa que tende a ulcerar ou assumir aspecto verrucoso. Com a
progressao do quadro, surgem linfangite e lesdes secundarias (n6dulos ou gomas) que seguem
0 trajeto de vasos linfaticos, com caracteristicas semelhantes a primeira (RAMOS-E-SILVA
et al, 2007; BARROS et al, 2011)

A forma cutanea fixa é representada por lesdo Unica no local da inoculagdo,
frequentemente ulcerada e com bordas infiltradas (figura 3B); pode também apresentar-se
como lesdo vegetante, verrucosa (figura 3C), tuberosa, ou como placa infiltrada, sem
envolvimento linfatico (BARROS et al, 2011) e algumas vezes circundada por pépulas
“satélites” (REIS et al, 2013). E considerada uma forma frequente em criangas (TLOUGAN
et al, 2009).
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Figura 3 - lesdes de esporotricose: A - forma linfocutanea; B - forma cutanea fixa, apresentagéo
ulcerada; C — forma cuténea fixa, apresentacdo verrucosa. Fonte: Lyra MR.

A forma cutdnea disseminada se caracteriza por multiplas lesdes em areas ndo
contiguas da pele, sem envolvimento extracutaneo; podem coexistir lesdes do tipo fixo e
linfocutaneo no mesmo paciente (BARROS et al, 2011). Geralmente estd associada a
imunossupressdao (CARVALHO et al, 2002; MOREIRA et al, 2015). Entretanto, em areas de
epidemia transmitida por gatos infectados, podem ocorrer multiplos in6culos decorrentes do
convivio com esses animais (BARROS et al, 2003). Embora a patogénese seja diferente em
cada caso, pode ser dificil diferenciar se a apresentacédo clinica se deve a disseminagéo a partir
de uma lesdo Unica ou de multiplas inoculagbes (BARROS et al, 2011).

A forma extracutanea € rara e de dificil diagndstico; frequentemente é encontrada em
individuos HIV positivos ou imunodeprimidos. Pode ocorrer por contiguidade ou
disseminacdo hematica, afetando eventualmente o tecido dsseo (MORRIS-JONES, 2002;
VILELA et al, 2007; BARROS et al, 2011; EUSTACE et al, 2013). A forma pulmonar
priméria pode ocorrer, resultando da inalacdo do fungo, sendo geralmente associada a doenca
pulmonar obstrutiva crénica, alcoolismo, uso crbénico de corticdides e doencas
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imunossupressoras (RAMIREZ et al, 1998; BARROS et al, 2011). Formas graves com
acometimento do sistema nervoso central também sdo descritas (GUTIERREZ-GALHARDO
et al, 2010).

Apds o tratamento, as lesdes ulceradas de esporotricose podem apresentar aspectos
cicatriciais muito particulares (figura 4): algumas lesdes assumem aspecto cicatricial atréfico
entremeadas por &reas hipertréficas que conferem a cicatriz um aspecto caracteristico descrito

como cicatrizacdo em pingo de vela (figura 4A); outros pacientes apresentam cicatrizes que

assumem caracteristica configuracéo linear independente do formato original da lesdo ou das
linhas de tensdo da pele (figura 4B) (LYRA et al, 2015).

~

Figura 4 — Cicatrizes de lesdes de esporotricose: A — aspecto em “pingo de vela”; B — aspecto linear. Fonte:
MR.

yra

1.2.2 Diagnostico da Esporotricose

O diagnostico da esporotricose deve levar em conta dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais (BARROS et al, 2011). Espécimes tais como fragmentos de lesdes cutaneas
coletados através de procedimentos de bidpsia, aspirado de pus de gomas e/ ou raspado de pus
ou escamas de lesbes podem ser utilizados para realizacdo de cultura em meios apropriados
para fungos. Nos casos de infecgdes disseminadas, outros espécimes clinicos podem ser
utilizados, como urina, escarro, sangue, liquido sinovial ou liquor (BARROS et al, 2011).

O exame direto do espécime clinico com hidréxido de potéassio a 10% permite a
visualizagdo das celulas leveduriformes do parasito em amostras oriundas de gatos infectados,
uma vez que, a riqueza de parasitos torna-os facilmente visiveis por esta técnica (BARROS et
al, 2011). Entretanto, a presenca de elementos fungicos dificilmente pode ser observada em
seres humanos desta forma por essa metodologia.
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O exame histopatoldgico de tecidos obtidos por bidpsia permite a visualizacdo de
leveduras em cerca de 35% dos casos. O fungo pode ser observado pela coloracdo com a
hematoxilina-eosina, mas sua visualizacdo € facilitada por coloracbes como a prata
metenamina de Gomori ou o acido periodico de Schiff (PAS). A esporotricose se caracteriza
histologicamente por reacdo inflamatdria mista, supurativa e granulomatosa, na derme e no
tecido subcutaneo, frequentemente acompanhada por microabscessos e fibrose (QUINTELLA
etal, 2011; QUINTELLA et al, 2012).

A cultura para fungos é o padrdo ouro para o diagnostico da esporotricose. O
diagnostico definitivo é obtido através do isolamento e identificagdo de Sporothrix spp. em
meios de cultura como agar Sabouraud com cloranfenicol ou agar micobidtico (BARROS et
al, 2011). Apbés 5 a 7 dias, crescem colbnias filamentosas hialinas, que posteriormente
desenvolvem uma coloracdo escura. Para identificar um isolado como sendo Sporothrix spp.,
deve-se demonstrar o dimorfismo por cultivo em meios enriquecidos, como Brain Heart
Infusion agar (BHI), agar chocolate ou agar sangue a 35-37° C por 5 a 7 dias. Apds converséo
a fase leveduriforme, as coldnias adquirem aspecto cremoso e cor amarelada ou acastanhada
(BARROS et al, 2011).

A sorologia pode ser utilizada como auxiliar para o diagndstico. Atualmente o método
mais utilizado é o ensaio imunoenzimatico. Os resultados dos testes de deteccdo de anticorpos
fornecem um diagndstico presuntivo e requerem associacdo clinica e epidemioldgica para
determinacéo do diagnostico final (BARROS et al, 2011).

1.2.3 Tratamento da esporotricose

O itraconazol é o medicamento de primeira escolha para o tratamento da
esporotricose, apresentando baixa toxicidade, boa tolerancia e grande eficacia, mesmo que
seja necessario um longo tempo de tratamento (KAUFFMAN et al, 2007; BARROS et al,
2011a). A dose de itraconazol varia de 100 a 200mg/dia, via oral, para formas cutaneas fixas e
linfocutaneas. Dose de 400mg/dia, por via oral, é administrada em pacientes com a forma
cutanea com resposta insatisfatdria as doses convencionais; ou nas formas osteoarticulares.
Imunocomprometidos ou portadores de esporotricose sistémica devem receber o tratamento
inicial com anfotericina B (BARROS et al, 2011a) e, posteriormente complementar o
tratamento com 400mg/dia de itraconazol por varios meses. A dose recomendada para
criangas é de 5mg/kg/dia (BARROS et al, 2011a). Criancas com mais de 20 Kg devem

receber a mesma dose utilizada para adultos de 100mg/dia. Nas gravidas, o itraconazol é
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contraindicado e o tratamento pode ser feito com termoterapia (BARROS et al, 2011a;
FERREIRA et al, 2012). BARROS et al (2011b) relataram excelente resposta terapéutica ao
itraconazol em pacientes tratados com doses de 100mg/dia, via oral, encontrando baixa
frequéncia de efeitos adversos e de falhas ao tratamento no RJ.

A terbinafina também pode ser utilizada no tratamento da esporotricose, estando
principalmente indicada para pacientes com impossibilidade de utilizar itraconazol
(FRANCESCONI et al, 2009; BARROS et al, 2011b), particularmente em virtude do grande
numero de interacbes medicamentosas do mesmo. A dose de 250mg/dia de terbinafina para
adultos € tida como efetiva e bem tolerada (FRANCESCONI et al, 2009).

O iodeto de potéssio, tradicionalmente usado para esporotricose, foi substituido pelo
itraconazol como tratamento de primeira escolha devido aos frequentes efeitos adversos
daquele medicamento como gosto metéalico, sindrome gripal, lacrimacgéo excessiva, distdrbios
gastrointestinais, aumento da par6tida, erupcBes acneiformes ou papulopustulosas,
inflamac&o lesional, hipotireoidismo ou hipertireoidismo, iododerma, irritabilidade cardiaca,
vasculite, psoriase pustulosa, edema pulmonar, urticaria e angioedema, mialgia,
linfadenopatia e eosinofilia. (KAUFFMAN et al, 2007; BARROS et al, 2011a; MAHAJAN,
2014). No entanto, devido ao alto custo do itraconazol, o iodeto de potassio ainda é utilizado
na esporotricose. Seu mecanismo de acao ainda ndo foi totalmente elucidado (BARROS et al,
2011a). O inicio do tratamento é geralmente realizado com 5 gotas da solucdo saturada de
iodeto de potassio 3 vezes ao dia, aumentando-se uma gota em cada dose por dia até um
méaximo de 20 gotas 3 vezes ao dia (DONADEL et al, 1993). Boa resposta clinica ao
tratamento com doses mais baixas que o esquema convencional foram relatados por
MACEDO et al (2015) . YAMADA et al (2011) descreveram que o0 tratamento com iodeto de
potassio com 3 a 6 g por dia, por via oral, resultou em cura de 94,7% dos pacientes, com
poucos efeitos adversos. Recidiva apds tratamento inicial bem sucedido com idodeto de
potassio ocorreu em dois de 51 pacientes (YAMADA, et al, 2011).

Nos casos de esporotricose com formas disseminadas ou em pacientes
imunocomprometidos, a anfotericina B € indicada para o tratamento inicial por apresentar boa
penetracdo através da barreira hematoencefalica (KAUFFMAN et al, 2007; BARROS et al,
2011a; FREITAS et al, 2012). Em gravidas, a anfotericina B pode ser utilizada apos 12
semanas de gestacao, naturalmente pesando os riscos e beneficios (BARROS et al, 2011a).

Sdo raros os casos de falha terapéutica com o uso do itraconazol. Numa coorte de 645
pacientes com esporotricose tratados com esta medicagdo foram encontrados apenas 3

individuos com falha ao tratamento e 6 com reativacdo (BARROS et al, 2011b). A baixa
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frequéncia da falha terapéutica dificulta a realizacdo de estudos para avaliar fatores
associados. ALMEIDA-PAES et al, 2016 em um estudo com sete casos de falha terapéutica
sugeriram que a susceptibilidade antiflngica in vitro a terbinafina e ao itraconazol nédo
desempenha um papel importante nesta falha terapéutica, e que o S. brasiliensis ndo parece

ser suscetivel a aquisicao de resisténcia durante tratamento antifungico prolongado.

1.3 Diagnostico diferencial entre leishmaniose cutanea e esporotricose

E grande a semelhanca clinica entre LC e esporotricose. As formas cutaneas fixas de
esporotricose correspondem a cerca de 30% dos casos e podem ser ulceradas, ulcero-
vegetantes ou verrucosas, simulando lesdes de LC. Em ambas as doengas, s&o comuns a
presenga de “papulas satélites” perilesionais. Por outro lado, as lesdes de LC podem ser
acompanhadas de lesGes gomosas que tendem a acompanhar o trajeto linfatico, assumindo o
caracteristico aspecto esporotricoide (SAMPAIO et al, 1996). A co-infecdo entre as duas
doencas ja foi relatada anteriormente na Colémbia (AGUDELO et al, 1999). Além das
semelhangas clinicas apresentadas, ambas as doencas sdo endémicas no estado do Rio de
Janeiro com superposicdo das principais areas afetadas, o que torna o diagnostico diferencial
ainda mais dificil.

O diagndstico de certeza se da pela visualizagdo do microorganismo isolado. Na
andlise histopatoldgica, ambas as enfermidades apresentam padrfes semelhantes e baixas
frequéncia de deteccdo de microorganismos (QUINTELLA, 2012). MELLO et al (2011),
relataram um caso de vizualizacdo de Sporothrix sp. no exame direto com tamanho e formato
semelhante a amastigotas. Estes autores alertaram para a necessidade de pessoal qualificado e
de leituras cuidadosas nos exames diretos, procurando observar caracteristicas morfoldgicas
especificas do parasito, a fim de diagnosticar adequadamente o caso. A avaliacdo de qPCR e
PCR convencional mostrou-se potencialmente Gtil para o diagnostico diferencial de LC e
esporotricose, no entanto, uma atencéo especial deve ser focada na contaminagdo com fungos
ambientais da ordem Ophiostomatales que podem provocar resultados falso-positivos para
esporotricose (RODRIGUES-BRITO et al, 2015).

Em estudo anterior, BARROS et al (2005) observaram que alguns individuos com
suspeita de LC e historia epidemiolégica compativel, IDRM e sorologia para Leishmania
positivas, na realidade apresentavam esporotricose. Assim, no diagndstico diferencial entre
esporotricose e LC, deve-se ter cuidado na interpretacdo dos resultados, especialmente em

regides endémicas para as duas doencas, com instalacdes laboratoriais limitadas onde o
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diagnostico é baseado em evidéncias clinico-epidemioldgicas e IDRM. Essa semelhanga
clinica, histopatologica, e de resultados soroldgicos, além da IDRM positiva em casos de
esporotricose, também ocorreram em cédes de areas de superposicdo das duas doencas,
reforcando a necessidade de demonstracdo do agente etioldgico para a confirmacdo do
diagnostico (SANTOS et al, 2007).

1.4 Presenca de bactérias e fungos nas lesdes cutaneas

A quebra da barreira cutdnea predispde a infeccdo bacteriana secundéria
(ROSSOLINI; STEFANI, 2009). Ulceras cronicas constituem um ambiente microbiol6gico
complexo com uma microbiota mista, que muda com o tempo, e que pode ser classificada
como contaminagdo, colonizacdo, “colonizagdo critica” ou infecgdo, caracterizadas,
respectivamente, pelo aumento progressivo da densidade bacteriana e/ou de penetragédo
tecidual de bactérias, bem como pela resposta inflamatoria resultante (LANDIS, 2008).

A contaminacdo refere-se a simples existéncia de bactérias na lesdo ulcerada. Todas as
lesbes ulceradas crbénicas sdo contaminadas, ou seja, nelas as bactérias estdo em pequena
quantidade e ndo se multiplicam; ndo ha evidéncia de dano pela bactéria na lesdo ulcerada
(LANDIS, 2008). A simples presenga de microrganismos ndo implica necessariamente em
retardo na cicatrizagdo (VERA et al, 2001; LANDIS, 2008; KORBER et al, 2010).

A colonizacdo é o préximo passo na relacdo entre hospedeiro e microorganismo: as
bactérias se multiplicam, mas ndo ha evidéncia de invaséo tecidual, e a lesdo ulcerada evolui
para cicatrizagdo. Em muitos casos, a coloniza¢do é polimicrobiana (LANDIS, 2008). A
colonizacdo critica é o passo crucial para o desequilibrio na relacdo bactéria e hospedeiro;
nessa fase, ocorre invasdo tecidual apds ruptura da barreira de protecdo do hospedeiro,
geralmente nas camadas superficiais da lesdo ulcerada (LANDIS, 2008). O processo de
colonizagéo pode evoluir para infecgdo ou sepse (KORBER et al, 2010).

A infecgdo é definida a partir do momento em que as bactérias rompem as camadas de
defesa do hospedeiro, invadindo e danificando os tecidos mais profundos; o nimero de
bactérias aumenta e a cicatrizagdo da Ulcera é interrompida, podendo ocorrer piora da leséo.
Normalmente, os danos envolvem a derme e hipoderme. Na sequéncia do processo, as
bactérias podem ter acesso a circulacdo sisttémica e disseminar-se para outros 6rgdos
(LANDIS, 2008).

As infeccOes secundarias se desenvolvem em éareas de pele ja danificada e a
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subsequente invasdo de areas circunvizinhas pode agravar e prolongar a doenca. Essa
infeccdo secundéria pode ocorrer quando a integridade da pele foi quebrada, ou 0 meio imune
local é alterado pela condicdo primaria da pele, permitindo a infeccdo por bactérias
(BERGER, 2008).

A probabilidade de infecgdo varia diretamente com o numero de bactérias e sua
viruléncia, e inversamente com a resisténcia do hospedeiro (LANDIS, 2008). A expressao de
peptideos antimicrobianos nas Ulceras cronicas poderia desempenhar um papel no
desenvolvimento local de infeccdo (DRESSEL et al, 2009) e na cicatrizacdo de lesGes
cutaneas (ROUPE et al, 2010).

Os sinais classicos de infeccdo bacteriana sdo a presenca de secrecdo purulenta
associada a algum dos sinais cardinais de inflamacédo (eritema, aumento de temperatura, dor,
induracdo), além de outros sinais indiretos como exsudato ndo purulento, tecido de granulacéo
fridvel ou facilmente sangrante, odor fétido, retardo na cicatrizagdo, aumento do tamanho da
lesdo e da temperatura perilesional (LANDIS, 2008; LIPSKY; HOEY, 2009; FIERHELLER;
SIBBALD, 2010).

A infeccdo por fungos em lesdes cronicas também pode ser observada. Nos Estados
Unidos, foi encontrada uma positividade de 23% para fungos em Ulceras cronicas (Ulcera de
decubito, ulcera de pé diabético, ferida cirdrgica sem cicatrizagdo, Ulcera venosa de perna)
(DOWD et al, 2011a). Os fungos mais encontrados foram do género Candida, no entanto,
Curvularia, Malassezia, Aureobasidium, Cladosporium, Ulocladium, Engodontium e
Trichtophyton também foram encontrados como componentes predominantes destas infec¢oes
polimicrobianas (DOWD et al, 2011a). Na Europa, HENCKAERTS et al (2012) relataram um
caso de eumicetoma a partir de lesdo ulcerada em "pé diabético".

O diagndstico de infeccdo bacteriana ou fangica em uma lesdo ulcerada é importante
para que o tratamento adequado seja providenciado, caso necessario. O conhecimento da
susceptibilidade das bactérias locais aos antimicrobianos é também importante para o sucesso
terapéutico (RAJAN, 2012). O aumento da incidéncia de microrganismos resistentes a
antibioticos e o aumento do custo dos métodos terapéuticos para desinfeccdo de lesGes
ulceradas tornam importante o diagnéstico correto e precoce (CADOGAN et al, 2011). A
estratégia terapéutica deve levar em conta outros aspectos, como a desnutri¢do
(STECHMILLER, 2010).

A cicatrizacdo de lesdes cutaneas € um evento complexo que depende de interacdo
coordenada entre células inflamatorias e mediadores e que pode ser classificada em trés fases

principais: fase inflamatdria, fase proliferativa, e fase de remodelagdo. Nas Ulceras cronicas, a



29

fase inflamatdria é prolongada (OZTURK et al, 2011). O manejo correto de lesdes ulceradas
que ndo cicatrizam muitas vezes implica na preparacdo do leito da lesdo através de
debridamento, umidificacdo e contencdo da colonizacgdo e da infeccdo bacteriana (OZTURK
etal, 2011).

As técnicas tradicionais de isolamento de microrganismos apresentam limitaces na
avaliacdo das infecgdes secundarias de lesBes ulceradas cronicas. A cultura de fragmentos
teciduais de Ulceras crbnicas coletados através de procedimento de bidpsia geralmente revela
poucos microrganismos (BASU et al, 2009), em média 3 espécies de bactérias (HAN et al,
2011). A coleta de fragmento de lesdo através de bidpsia favorece a identificacdo de
microorganismos nas camadas mais profundas da pele. A coleta de material por "swab"
costuma implicar na deteccdo de maior diversidade de microrganismos (COOPER et al, 2009)
pois favorece o isolamento de bactérias encontradas na superficie da lesdo.

Entretanto, uma expressiva porcentagem de lesdes ulceradas cronicas de membros
inferiores clinicamente consideradas infectadas ou “criticamente colonizadas™ exibiu auséncia
ou escassez de bactérias quando o material coletado por "swab" foi submetido a cultura
(MILLER et al, 2011). Técnicas mais recentes, como pirosequenciamento de DNA de alto
rendimento (“high-throughput pyrosequencing”) (HAN et al, 2011; TUTTLE et al, 2011),
microscopia de epifluorescéncia, hibridizagio fluorescente in situ, bioensaio para medida de
deteccdo de quorum de populagdo microbiana (“quorum-sensing”) (HAN et al, 2011) podem
revelar um namero superior de microrganismos em ulceras crénicas (TUTTLE et al, 2011):
média de 17 para “high-throughput pyrosequencing” (HAN et al, 2011) e até 22 filotipos pela
analise sequencial de RNA ribossomal (rRNA) (FRANK et al, 2009). Utilizando microscopia
de epifluorescéncia, HAN et al (2011) demonstraram a organizacdo bacteriana em biofilmes
(agregados das células entre si numa superficie) confluentes, além de bactérias isoladas
dispersas, com grande proporcdo de anaerdbios, bastonetes Gram-negativos e cocos Gram-
positivos. Utilizando-se técnica de sequenciamento de rRNA, a maioria das sequéncias teve
identidade com espécies sabidamente comensais; porém, muitas pertenciam aos filotipos
Staphylococcus, Corynebacterium, Clostridiales e Pseudomonas (FRANK et al, 2009).

Uma tendéncia de substituicdo de espécies bacterianas Gram-positivas por Gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis) foi detectada em um centro europeu
especializado em tratamento de Ulceras cronicas, embora ainda com predominio de
Staphylococcus aureus. Em 10% dos pacientes foi identificada colonizagdo com S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (KORBER et al, 2010), o que deve ser levado em

consideracdo no planejamento terapéutico.
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A identificagdo de fatores predisponentes a infeccdo bacteriana secundaria é
fundamental para o sucesso terapéutico nas Ulceras cutdneas. Um centro asiatico revelou
predominio de Pseudomonas aeruginosa, especialmente em pacientes com diabetes mellitus,
tlceras de membros inferiores e com area superior a 20 cm? (BASU et al, 2009). A maior
parte dos patdgenos resistentes aos antibioticos convencionais (Pseudomonas spp, MRSA,
Escherichia coli, Citrobacter spp) ocorreu em pacientes diabéticos (BASU et al, 2009).

Estudos de contaminacdo fungica em lesdes cutaneas especificas sdo mais raros.
Pacientes diabéticos com Ulceras de membros inferiores podem apresentar infec¢des fungicas
das lesdes cutdneas ulceradas, com um possivel retardo na sua cicatrizacdo, e a pesquisa de
fungos deveria ser realizada nos pacientes diabéticos com lesdes ulceradas de membros
inferiores (CHELLAN et al, 2010). Contaminacdo por fungos pode ser encontrada em ulceras
traumaticas (TURKSEN et al, 2010). Entre os pacientes com queimaduras, pode haver
presenca de fungos nas lesdes cutdneas em muitos casos, sendo considerados como
predisponentes as infec¢fes bacterianas prévias e 0 uso de antibidticos de largo espectro,
podendo haver implicacfes no progndstico destes pacientes (ROSANOVA et al, 2011).

A utilizacdo conjunta de métodos de cultura e de técnicas moleculares de deteccédo
permite uma melhor caracterizagdo da diversidade microbiana de lesdes ulceradas cronicas
(FRANK et al, 2009). O diagndstico molecular pode ainda ser utilizado como guia para
introducdo de terapia sisttmica ou topica, com melhora dos indices de obtengdo de
cicatrizacdo completa, bem como do tempo para sua ocorréncia (DOWD et al, 2011b).
Ulceras de estase com maior abundancia e diversidade de bactérias demandaram maior tempo
para sua cicatrizacdo, em estudo longitudinal comparando os métodos de cultura tradicional e
novas técnicas moleculares de deteccdo bacteriana (TUTTLE et al, 2011).

Pacientes diagnosticados com LC frequentemente apresentam secrecdo purulenta e
crostas nas lesdes. A presenca de infeccdo secundaria por bactérias pode dificultar a
cicatrizacdo além de prejudicar a detec¢cdo de Leishmania spp no diagndstico parasitolégico
(SADEGHIAN et al, 2011, NAVARRO et al, 2009).

A incidéncia de infec¢do secundaria em lesdes de LC pode variar entre 23,6 a 81%
(VERA et al, 2001; GONCALVES et al, 2009; NAVARRO et al, 2009; SADEGHIAN et al,
2011). VERA et al (2001) utilizou fragmento de leséo para identificacdo das bactérias
enguanto os demais estudos utilizaram swab de leséo. Dentre as principais bactérias isoladas
de lesBes cutdneas de leishmaniose encontramos Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (VERA et al, 2001;
GONCALVES et al, 2009; NAVARRO et al, 2009; SADEGHIAN et al, 2011). VERA et al,
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(2002) isolaram Corynebacterium diphtheriae em 8,3% (n=7) dos pacientes com LC. No
entanto, devido ao pequeno numero de individuos, ndo foi possivel estudar o comportamento
dessa bactéria na lesdo nem a sua influéncia no processo de cicatrizacao.

A infeccdo secundaria na lesdo de LC tambem pode ocorrer por fungos. AGUDELO et
al, 1999 relataram 3 casos de co-infec¢do de LC com esporotricose na Colémbia. Os autores
atribuem os achados ao costume de algumas pessoas tentarem drenar ou remover as crostas da
lesdo usando espinhos ou lascas de madeira, 0o que facilitaria a entrada de bactérias e de
fungos como Sporothrix schenckii.

NAVARRO et al (2009), na Venezuela, sugerem a utilizacdo de antibiotico associado
ao antimoniato de meglumina para o tratamento da LC. SADEGHIAN et al (2011)
observaram que o efeito terapéutico do antimoniato de meglumina foi diminuido nas lesdes
cutaneas com infeccdo bacteriana secundaria. Tais autores sugeriram que, em casos de nao
resposta ao tratamento, as lesbes sejam avaliadas para infeccdo bacteriana antes do
retratamento. No entanto, VERA et al (2001) ndo observaram influéncia da infeccéo
bacteriana secundaria, restrita a Ulcera, no processo de reepitelizacdo completa das lesdes de
LC.

As lesdes ulceradas de esporotricose apresentam frequentemente secrecdo purulenta
(que pode muitas vezes ser causada pelo fungo). No entanto, ndo conseguimos encontrar

referéncia cientifica sobre infeccdo bacteriana secundaria nessas lesdes.

1.5 O processo de cicatrizacdo das lesdes

O processo de cicatrizacdo das lesdes consiste em perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a reconstituicdo
tecidual (CAMPOS et al, 2007). Esse processo incluem reepitelizacdo, sintese da matriz e
neovascularizacdo através das fases inflamatoria, proliferativa e de maturacdo (TAZIMA et
al, 2008). O reparo do tecido da pele resulta em um amplo espectro de tipos de cicatrizes,
incluindo cicatrizes normotroficas, atroficas, contraturas, hipertroficas e queloide (BAYAT et
al, 2003).

As cicatrizes alargadas (esticadas) aparecem quando as linhas de cicatrizes cirdrgicas
sdo gradualmente esticadas e alargadas. Sdo tipicamente planas, palidas, moles,
assintomaticas, sem elevacédo, espessamento ou nodularidade, o que as distingue das cicatrizes
hipertréficas. As cicatrizes atrdficas sdo planas e deprimidas, geralmente pequenas e muitas

vezes redondas com um centro recuado ou invertido. As contraturas cicatriciais ocorrem
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quando a cicatriz ndo estd completamente “madura”, muitas vezes tendem a ser hipertréficas e
sdo tipicamente incapacitantes e disfuncionais. As cicatrizes hipertroficas sdo cicatrizes
elevadas que respeitam os limites da lesdo original e sdo muitas vezes eritematosas,
inflamadas, pruriginosas e até dolorosas. Sdo mais comuns em determinadas areas, como
ombros e colo. Cicatrizes queldides sdo cicatrizes elevadas que nao respeitam os limites da
lesdo original podendo invadir a pele normal circunjacente. Costumam ser pruriginosas,
dolorosas e podem atingir grandes dimensdes, assumindo, em alguns casos, aspecto tumoral.
Histologicamente, os queldides apresentam um padrdo nodular de fibras colagenas (BAYAT
et al, 2003). Podem surgir a partir de lesbes pré-existentes ou ter inicio espontaneo em areas
de pele sé&.

Diversos fatores podem influenciar negativamente a cicatrizacdo de lesdes ulceradas
de diversas etiologias, dentre eles os principais sdo: isquemia, infeccdo, técnica cirdrgica,
corpo estranho e edema / pressdo tecidual elevada, diabete melito, deficiéncias vitaminicas,
hipotiroidismo, doencas hereditarias (sindrome de Ehler-Danlos), altera¢cBes da coagulacéo,
idade, trauma grave, queimaduras, sepse, insuficiéncia hepatica e renal, insuficiéncia
respiratoria, tabagismo, radioterapia, desnutricdo, e uso de medicamentos como
corticosteroides, drogas antineoplasicas, ciclosporina A, colchicina e penicilamina (CAMPOS
et al, 2007). BORGES et al (2016) observaram que a cura de feridas cirdrgicas complexas
esteve associada ao tipo de intervengdo cirdrgica, consumo de etanol, tipo de cobertura,
extensdo e tempo de existéncia da ferida. De acordo com SGONC; GRUBER (2013) os
distdrbios crénicos de cicatrizacdo de feridas sdo um problema comum na populacao idosa.
Com o avanco da idade, comorbidades e uso de medicamentos que afetam negativamente a
cicatrizacdo de feridas, como corticosterdides e drogas quimioterapicas, tornam-se mais
comuns.

Na prética clinica ainda persistem ddvidas sobre os fatores que retardam o processo de

cicatrizagdo das lesdes de leishmaniose e esporotricose.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gruber%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23108154
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos prévios demostraram a ocorréncia de infeccdo bacteriana secundaria como
complicagdo de Ulceras de diversas etiologias, inclusive na LC (EDRISSIAN et al, 1990;
VAN DER VLIT D et al, 2006; SHIRAZI et al, 2007; GONCALVES et al, 2009).

As espécies bacterianas encontradas nas Ulceras podem fazer parte da microbiota
comensal, ou constituir-se por bactérias patogénicas.

Existem evidéncias do efeito negativo da infec¢do bacteriana secundaria no desfecho
do tratamento sistémico de Ulceras de Leishmaniose tegumentar americana na forma cutanea
(LC) com antimoniato de meglumina (SADEGHIAN et al, 2011).

O estudo da associagdo entre a espécie de bactéria identificada no momento do
diagndstico e o processo de cicatrizacdo das Ulceras poderia revelar diferencas conforme a
espécie isolada. Ha estudos anteriores sobre a influéncia da microbiota na cicatrizacdo de
Ulceras de leishmaniose, inclusive com recomendacdo de uso de antibioticoterapia. No
entanto, ndo encontramos na literatura estudos que relatassem o isolamento de bactérias ou
fungos em lesGes especificas de esporotricose e sua relacdo com o processo de cicatrizagdo.
Este estudo visa estudar a presenca ou auséncia de bactérias e/ou fungos nas lesdes ulceradas
de leishmaniose cutdnea ou de esporotricose, verificando sua influéncia no processo de

epitelizacao e cicatrizacdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a influéncia de infeccdo secundaria e de outros fatores no processo de cicatrizacéo

das lesbes ulceradas de leishmaniose cutanea ou de esporotricose.

3.2 Objetivos especificos

1 - Verificar a presenca de bactérias ou fungos nas lesdes ulceradas de LC e de
esporotricose;

2 - Descrever as espécies de bactérias e fungos mais frequentes nas les6es ulceradas de
LC e de esporotricose;

3 - Verificar a associagdo entre a presenca ou ndo de bactérias e/ou fungos e outros
fatores nas lesdes ulceradas de LC ou de esporotricose com 0 tempo necessario para a
ocorréncia de epitelizacdo e de cicatrizacao;

4 - Descrever o uso de antibioticoterapia e/ou terapia antifingica tdpica e/ou sistémica
nos 30 dias prévios a realizacao da biopsia para a confirmacéo diagnostica,;

5 - Identificar a ocorréncia de contaminacdo por bactérias e/ou fungos nas culturas de
fragmento de lesdo cutanea para Leishmania spp. e para Sporothrix spp., correlacionando com
as bactérias e/ou fungos isolados em meios especificos para estes agentes, de fragmentos das

mesmas lesBes ulceradas de LC ou de esporotricose.
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4 ARTIGO 1: EFEITO DA INFECCAO SECUNDARIA NO TEMPO DE
EPITELIZACAO E CICATRIZACAO TOTAL DAS LESOES DE LEISHMANIOSE
CUTANEA

ANTONIO, L. F.; LYRA, M. R.; SAHEKI, M. N.; SCHUBACH, A. O.; MIRANDA,
L. F. C.; MADEIRA, M. F.; LOURENCO, M. C. S.; FAGUNDES, A.; RIBEIRO, E. A. S;
BARRETO, L.; PIMENTEL, M. I. F. Effect of secondary infection on the time for
epithelialization and for total healing of cutaneous leishmaniasis lesions. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2017 (Aceito)

O artigo foi submetido & revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz e apresenta a
incidéncia de infeccdo secundaria nas lesbes de LC, as bactérias e fungos isolados, as
principais caracteristicas sociodemograficas e clinicas da populacdo estudada e a anélise de
sobrevida dos tempos de epitelizacdo e de cicatrizacdo das lesBes relacionados a infeccao
secundaria. Os resultados desse artigo respondem parcialmente os objetivos especificos 1, 2, 3
ed.
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Abstract:

20 BACKGROUND: Cutaneous leishmaniasis (CL) usually presents with single or a few
12 localized cutaneous ulcers, without involvement of mucous membranes. Ulcerated
34 lesions are susceptible to secondary contamination that could slow the healing process.
36 OBJECTIVE: To verify the influence of non-parasitic wound infection on wound
closure (epithelialization and total healing). METHODS: Twenty-five patients with a
41 confirmed diagnosis of CL and ulcerated lesions were submitted to biopsy of the border
43 of the ulcers. One direct microbial (germ identification in cultures) and four indirect
45 clmical (secretion, pain, burning sensation, pruritus) parameters were used. FINDINGS:
Biopsies of ten lesions showed secondary infection by one or two microorganisms
50 (Staphylococcus  aureus.  Pseudomonas  aeruginosa, Enterococcus  faecalis.
52 Streptococcus  pyogenes and Candida parapsilosis). “Secretion” and “burning
54 sensation” influenced the time for epithelialization but not for total healing. Positive

56 detection of germs in the ulcer border as well as “pamn” and “pruritus” revealed no
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influence on wound closure. CONCLUSIONS: Our borderline proof of clmnical CL
ulcer infection inhibiting CL wound healing underlines the need to follow the
antimicrobial stewardship in CL ulcers management as recently postulated for all

chronic wounds.

Keywords: Cutaneous leishmamasis, Wound mfection, Opportunistic infection
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Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundacio Oswaldo Cruz, Rio de

Janeiro, Brazil.

Introduction

Cutansous leishmaniasis (CL) is endemic in the State of Rio de Janeiro (RJ).
Brazil, with 548 confirmed cases between 2007 and 2015 (Brazilian Miustry of Health
2016). Transmission occurs through the bite of sandflies infected by parasites of the
genus Leisiimania (Brazilian Ministry of Health 2013).

Leishmania (Viannia) braziliensis 1s the main causative species of CL m RJ
(Marzochi & Marzocli 1994). It typically presents with painless ulcerated skin lesions.
In general, a single or a few ulcers occur in areas of the skin exposed to insect bites and
display rounded or oval shape, infiltrated base, well delimited and raised erythematous
borders, reddish background with gross granulations and little secretion (Oliveira-Neto

et al. 1997, Brazilian Ministry of Health 2013). The most commonly used treatment 1s
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meglumine antimoniate. The mean epithelialization time of the lesions after treatment
varies between 30 and 60 days (Oliveira-Neto et al. 1997, Schubach et al. 2005).

The presence of bacterial secondary infection can cause local pain and 1t leads to
serous and purulent exudate; 1t completely or partially recovers the ulcer fund when
drying into crusts (Pessoa & Barreto 1948, Brazilian Ministry of Health 2013). and it
may interfere with the healing process (Navarro et al. 2009, Sadeghian et al. 2011).

The mcidence of secondary mfection in cutaneous leishmaniasis lesions may
range from 23.6 to §1% (Vera et al. 2001, Gongalves et al. 2009, Sadeghian et al. 2011).
The most frequently 1solated bacteria from cutaneous lesions of lershmaniasis by several
methods are Staphyiococcus aureus, Staphvlococcus epidermidis, Fseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Corynebacterium diphtheriae (Vera et al. 2001,
Gongalves et al. 2009, Navarro etal. 2009, Sadeghian et al. 2011).

Navarro ef al. (2009). in Venezuela, recommended the use of an anfibiotic
associated with meglumime antimoniate for the treatment of CL. Sadeghian et al. (2011)
observed that the therapeutic effect of meglumme antimomate was decreased n
cutaneous lesions with secondary bacterial infection. These authors have suggested that
CL lesions must be evaluated for bacterial infection prior to retreatment in cases of non-
response to the specific treatment. However, Vera et al. (2001) observed no mfluence of
secondary bacterial infection, restricted to the ulcer, in the complete re-epithelialization
process of CL lesions.

We aimed to verify if the occurrence of secondary infection by bacteria or fungi
in the ulcers of CL could influence the time for wound closure (epithelialization and

total healing).

Material and methods

https:/imc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo
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This was a prospective cohort study of patients with a confirmed diagnosis of
localized CL, with ulcerated lesions, treated at the Laboratory of Clinical Research and
Surveillance 1n Leishmaniases, Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases (INI). Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz). RJ, Brazil. between October 2013
and February 2016.

We excluded patients with more than five skin lesions, those not submitted to
biopsy at INI, those who did not sign an informed consent form. and pregnant women.
The parasitological diagnosis of CL was established by direct smear examination, and /
or culture, polymerase chain reaction (PCR) or histopathological examination of lesion
fragments, with visualization or isolation of the protozoan or its DNA.

We collected information on co-morbidities and on systemic and / or topical
antibiotic therapy and / or antifungal therapy in the 30 days prior to the biopsy
procedure during the diagnostic investigation phase. Patients with more than one
cutaneous lesion had their largest or most infiltrated lesion selected. Biopsy procedures
included asepsis of the lesion with 70° ethyl alcohol solution, local anesthesia with 2%
lidocaine without a vasoconstrictor, and mcision of the lesion border with a scalpel or
"punch" of 5 to 6 mm 1n diameter. The cutaneous sample was divided into six fragments
and each one was sent. respectively, for the following tests: histopathological analysis;
culture, PCR and immunohistochemistry for Leishinania (Fagundes et al. 2010,
Almeida et al. 2011, Quntella et al. 2012); culture for bacteria; culture for fung:.

The fragments destined to the cultures for bacteria were placed m a sterile flask
for transportation containing 0.9% NaCl solution. They were subsequently sent for
growth and identification of aerobic and / or facultative anaerobic bacteria and

mycobacteria as follows. The fragments were macerated and inoculated into the
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following culture media: blood agar with 5% of Columbia Agar Base defibrinated sheep
blood (Merck, Darmstadt, Germany); chocolate agar supplemented with factor V and X
(Merck, Darmstadt, Germany), agar brolacin (Merck, Darmstadt, Germany). and
thioglycollate medium (Merck, Darmstadt. Germany). We performed conventional
biochemical methods for the identification of the bacterial species (Garcia & Isenberg,
2007) and automated analysis in Vitek 2 Compact equipment (BioMerieux Inc, Durhan
NC, USA) according to the manufacturer's specification. Culture for mycobacteria was
performed i Lowenstem-Jensen medium and by automated culture with the
BACTEC™ MGIT ™ 960 Mycobacterial Detection System. We interpreted sensitivity
tests using the criteria displayed in the M100-524 document (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2013, 2014 and 2015).

For the 1solation of fung the fragments were cultured on Sabouraud dextrose
agar media (SDA) and Mycosel agar (Myc) at 25°C up to four weeks. We identified
filamentous fungl according to their morphology, and vyeasts were identified by
automated biochemical methods m the Vitek 2 Compact equipment (BioMerieux Inc,
Durhan NC., USA).

All patients were treated with meglumine antimoniate. Nine patients received
successful subcutaneous therapy with this medication. one to three injections each 20 days
according to the protocol for intralesional treatment m our wstitution (Duque et al. 2016).
Fifteen patients were treated with intramuscular 5 mg of antimony per kilogram per day
during 30 days, the standard systemic treatment m our mstitution (Schubach et al. 2005),
and one patient received itranmuscular 20 mg of antimony/kg/day durmg 20 days (Brazilian
Muustry of Health recommendation for treatment of CL patients). The choice of the
treatment scheme was made by the attending physicians according to their experience in
this reference center and to the agreement of the patients. (Oliveira-Neto et al. 1997,

Schubach et al. 2005, Vasconcellos et al. 2010a, 2010b, Duque et al. 2016).
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We evaluated lesions according to the following characteristics: lesion area (<
700 mm?, > 700 mm?), evelution time (< 60 days, > 60 days), presence of secondary
infection prior to antimonial treatment, and response to treatment with epithelialization
and with total healing.

The area of the lesion was determuined using the ellipse area formula, which
resembles the typical shape of CL lesions (transverse diameter / 2) X (longitudinal
diameter / 2) X m (Silva 2014). We measured the diameter of the lesion with a
transparent ruler, using the external margins of the lesion border (Oliverra-Neto et al.
1997).

We defined secondary infection as the isolation of bacteria or fung:i from a
cultured lesion fragment. Additionally, we evaluated the following signs and symptoms
suggestive of secondary infection: secretion, pain, burning sensation and pruritus.

We defined eprthelialization as a lesion that no longer presented with erosion
and crusting. However, at this stage, it could present with desquamation, infiltration and
[ or erythema. We evaluated epithelialization at medical appointments every 10 to 20
days from the start of treatment. The patients were followed up after epithelialization at
one, two, three. six. nine and twelve months to evaluate the progression to total wound
healing. We defined total healing or resolution of the lesion as an epithelialized lesion
without desquamation and mfiltration. and with or without slight residual erythema.

We analyzed the association of the occurrence of secondary infection with the
categorical variables through the Fisher's exact test. We evaluated the confinuous
variables (rejected by the Shapiro-Wilk normality test) using the Mann-Whitney non-
parametric test. The exploratory survival analysis until the time of epithelialization and
of total healing, both stratified by the occurrence of secondary infection and signs and

symptoms suggestive of secondary infection, was performed by the Kaplan-Meier
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method. We censored patients who abandoned post-treatment follow-up at thewr last
visit. The Log-Rank test indicated significant survival curves at the 5% level.

Analyzes were performed using the softwares R version 3.0 R Core Team (2014)

[=ls =N e s B B T I O B

10 and Statistical Package for the Social Sciences version 16 (SPSS. Inc., Chicago, IL.
12 USA). We used a significance level of 5% in all statistical tests.
14 This study was approved at INI / Fiocruz Research Ethies Committee under

16 number CAAE 19704113.0.0000.5262.

71 Results

25 We included 25 patients with CL, with ages varying from mne to 76 years
(median of 31 years), being 84% men. Patients had one to five lesions, and 15 of them
20 had a single lesion. There was no influence of the number of lesions in the time for the
a2 occurrence of epithelialization or of total healing. Thirteen presented lesions in lower
34 limbs, seven mn upper limbs. four in trunk and one 1 head and neck.

36 All patients had confirmed parasitological diagnosis. In 20 of the patients (80%)
amastigotes were visualized by culture and in 14 (56%) by histochemical or
41 immunohistochemical analysis of fragments of the lesions. Identification of the parasite
43 was performed in eight cases. all of them Leishmania (Viannia) braziliensis.

45 The median time of evolution of the lesions at the first visit was 60 days, ranging
from 15 to 330 days. The lesion area varied from 94 to 10.387 mm?2 (median 942 mm?).
50 Some of the signs and symptoms suggestive of secondary mnfection were observed n
52 80% of the patients (60% presented with secretion, 44% with pain, 44% with pruritus,
54 and 40% with burning sensation). Five patients had some co-morbidities such as arterial

56 hypertension, anemuia, chronic obstructive pulmonary disease, alcoholism, diabetes

https:/imc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo
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mellitus.

Systemuc and / or topical antibiotics prior to the biopsy were used by 88% (n =
22) of the patients and 12% (n = 3) used systemic and / or topical antifungal. The most
commonly used systemic antibiotic was cephalexin, followed by amoxicillin and
sulfamethoxazole + trumethoprim, either alone or in combination with other systemic or
topical antibiotics. Seven patients used topical neomvyein + bacitracin, one used
mupirocin and one used rifampicin. Some patients were unable to specify the topical
antibiotics used. The other systemic anfibiotics reported by the patients were
clindamyein, benzathine pemicillin, ciprofloxacm, norfloxacin, tetracycline. The used
antifungals were oral itraconazole, topical miconazole and topical ketoconazole.

Secondary infection of the lesion was found in 40% (n = 10) of the patients. The
most frequently 1solated bacterium was Stapinviococcus aureus. All of these patients had
at least one sign or symptom suggestive of secondary infection and most of them had
used previous antibiotic therapy. Most isolates of Staphylococcus aureus presented
resistance profile to several antibiotics. Three patients did not use antibiotics or did not
remember the substances, and four used antibiotics that were not appropriate for the
subsequently isolated bacteria. Only one of the isolated Gram positive bacteria was
sensitive to the previously used antibiotic. The 1solated Gram negative bacteria did not
demonstrate resistance to the standard antibiotics. Two patients had Candida
parapsilosis 1solated (Table 1).

The occwrrence of secretion, burning sensation and / or pruritus was more
frequent when secondary infection was present. however only the burning sensation was
statistically significant (Table 2).

All patients presented epithelialization of the lesions. Time for epithelialization

varied between 9 and 124 days, with a median of 51 days. One patient, who had
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abandoned follow-up prior to epithelialization. returned to the medical appointment
after one year with the lesion totally healed.

There was no difference in epithelialization time between patients with and
without secondary infection. However, lesions with secretion or burning sensation took
longer to epithelialize than lesions from patients without these characteristics (Table 3).

Twenty-one patients (72%) presented total healing of the lesions, and the time to
achieve 1t ranged from 26 to 301 days (median of 173 days). The remaining four
patients discontmued follow-up. However, these patients were rescued after one year of
treatment, when theiwr lesions were totally healed.

There was no signmificant difference in the tume required for total healing of the
lesions of patients with secondary mnfection when compared to those without infection.
None of the signs and symptoms indicative of secondary infection influenced the time

to the occurrence of total healing of the CL lesions (Table 4).

Discussion

This study investigated the occurrence of secondary infection and of signs and
symptoms  suggestive of thus infection, and thewr influence on the time for
epithelialization and for total healing of the lesions of patients with CL. The majority of
the studied population were young male adults with a single cutaneous lesion located
mainly in the lower limbs, as observed in previous studies (Schubach et al. 2005,
Romero et al. 2016).

CL 15 a disease that depends on the exposure to the sand fly vector, which is
fundamentally an inhabitant of the forests. However, in endemic areas of ancient

colonization in Brazil, like the state of RJ, the sand flies have adapted to the

https:/imc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo

47



D@~ @D WM =

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

environment around human habitation, reaching any age in these areas. This explains
why we found patients of different age groups, but with greater involvement of adults,
who are also exposed during outdoor activities. The predominance in the male gender
reflects the greater exposure of men to the bite of the vectors in certain professional
activities, such as among soldiers sent to trainng i the jungle (Brazilian Mimstry of
Health 2013).

The occwrence of secondary infection m the lesions of the studied patients was
sumilar to that reported in previous studies (Vera et al. 2001, Gongalves et al. 2009,
Sadeghian et al. 2011, Doudi et al. 2012). Patients with ulcerated CL lesions are subject
to secondary mfection. Salgado et al. (2016) suggested that the inflammation promoted
by the presence of Leishmania parasites and triggered by the innate immune system can
generate an environment suitable for the development of some commensal bacteria
whereas hindering the development of less adapted others.

Chronic wound infection hampers healing process, particularly if biofilms are
formed, because they reduce germ elimination by antumicrobials or the innate and
adaptive host immune response (Heiby et al. 2015, Vyas & Wong 2016). However, the
analysis of biofilms in CL-specific lesions was not the subject of this study. The use of
non-specific treatments such as physical wound debridement that would destroy
biofilms are not considered an ethical choice in the New World, due to the not
negligible risk of mucosal leishmaniasis. The first choice for specific treatment in the
CL of the New World 1s the therapy with pentavalent antimomials. but the dosage and
route of admmistration must be evaluated according to the risk-benefit for each patient
(WHO 2010).

There was isolation of two bacteria m the same lesion m only one studied

patient. Fontes et al. (2005) also observed contammations of the cutaneous lesions by a
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single microorgamsm i most cases. The competition environment among the most
adaptable bacteria could explain the small diversity of the isolated microorganisms
(Salgado et al., 2016). Another explanation for the absence of microorganisms diversity
in the studied lesions 1s the method used to collect the sample. added to the asepsis of
the lesion before the collection of the biopsy fragment. We aimed to reduce the 1solation
of microorganisms that were only colomizing the superficial layer of the lesions. In
previous studies in which lesion cleansing was performed with saline solution, and
sample collection was performed with a swab, a greater diversity of microorganisms
was observed (Goncalves et al. 2009, Salgado et al. 2016).

The negativity of the cultures and the low diversity of the 1solated bacteria in the
cutaneous lesions in this study could be also related to the previous use of antibiotic
therapy (Navarro et al. 2009). It 1s reasonable to suppose that the use of previous
antibiotic therapy has influenced the 1solation of bacteria (Fontes et al. 2005, Vera et al.
2006, Gongalvez et al. 2009, Yeboach-Manu et al. 2013). However, we were not able to
state that the previous used antibiotics were the right ones or 1if they were used correctly
or not, smce their use was prior to the medical care at INI. Data on previous antibiotic
therapy were obtained from the patients' reports. and 1t was not possible to be sure of the
dosage or the duration of its use.

Staphylococcus aureus was the most frequently 1solated bacterium and it was
also the most prevalent bacterium in other studies that evaluated the microbiota of
cutaneous lestons of CL (Fontes et al. 2005, Doudi et al. 2012, Salgado et al. 2016).
Staphylococcus aureus can be found n the normal skin microbiota and ulceration could
serve as the gateway to the development of the infection. Additionally, this bacterium
produces enzymes that lvse tissue components thus facilitating mnvasion (Doud: et al.

2012).
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Pseudomonas  aeruginosa and Enferococcus faecalis are commensal
microorganisims that act as opportunistic pathogens (Koneman et al., 2001, Horner et
al., 2005, Brouwer et al., 2016). Pseudomonas aeruginosa infection tends to be
confined to the skin or its appendages in immunocompetent patients. Enterococcus
Jaecalis 1s part of the amplubiotic microbiota of the gastrointestinal fract. Contamination
can occur from person to person or through the consumption of contaminated food or
water (Facklam et al.. 1999). Smeprococcus pvogenes 1s often associated with primary
infections of the pharynx and tonsils and its transmission from person to person is
through direct contact or secretions (sneezing and coughing) (Brouwer et al. 2016). All
these bacteria were also 1solated from CL lesions in other studies (Vera et al. 2006,
Shirazi et al. 2007, Ziaei et al. 2008, Gongalves et al. 2009).

In this study, in addition to bacteria, Candida sp was 1solated from the lesions of
CL in a lower proportion as also observed by Fontes et al. (2005). The isolation of this
fungus, which 1s part of the human microbiota. 1s a reflection of its opportunistic nature
(Kashem and Kaplan 2016).

A limitation of the study was the fact that the biopsies were performed at the
border of the lesions, as indicated for the parasitological confirmation of CL. A biopsy
sample from the base of the debrided ulcer 1s recommended by the European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) guideline when moderate to
severe soft tissue mfection 1s suspected in chronic wounds (Heiby et al. 2015).
However, this 15 not established as a routine procedure for CL management in Brazil
The use of cleansing methods at the biopsy sites may also influence the results of the
microbiological studies (Schwarzkopf & Dissemond 2015). Another weakness of the
study was the small number of allocated patients, reflecting the decrease in CL cases 1n

Brazil over the last years. Additionally, the number of patients with secondary infection
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made 1t difficult to venify the influence of each microorganism in the time for the
occurrence of epithelialization and of total healing through survival analysis.

The presence of secondary mfection did not influence the time for epithelialization or
for the total healing of the lesions. However, most patients with secondary infection
presented with secretion and reported burning sensation, both associated with a longer time
of epithelialization. The presence of purulent secretion 1s suggestive of infection in the
ulcerated lesions (Landis 2008, Lipsky & Hoey 2009, Fierheller & Sibbald 2010). Large
and purulent lesions tend to have higher positivity in fungal or bacterial cultures (Fontes
et al. 2005). “Burning sensation” 1s essentially due to chronic inflammation m reaction
to biofilms. Consequently. this categorical variable was represented significantly more
often when there was 1solation of microorgamsms in the CL ulcers. These two indirect
clinical parameters of wound infection (secretion, burning sensation) were better
indicators of wound healing impairment than the isolation of microorganisms as well as
pam and pruritus. The clinical wound infection markers “pain” and “pruritus™ are
probably modified by altered nociceptive signals in the course of CL (Borghi et al
2017).

Our borderline proof of climcally infected CL lesions immhibiting wound healing
support infection prevention by wound hygiene and antisepsis with only narrowly
focused systemic and topic antibiosis in the treatment of ulcerated lesions of CL
respecting antimicrobial stewardship (Lipsky et al. 2016) recently advocated for all

chronic wounds (O’Donnell & Guarascio 2017).
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Table 1: Isolated microorganism, antibiotic therapy in the 30 days previously to the skin
biopsy. and signs and symptoms suggestive of secondary infection observed in ten

patients with cutaneous leishmaniasis lesions in Rio de Janeiro between 2013 and 2016.

Signs and Resistance to
. Isolated Antibiotic therapy symptoms
Patient . . . : : . tested
microorganisms (30 previous days) suggestive of L
. . antibiotics
secondary infection
Pain, burning
1 Staphvlococcus aureus NI sensation and CL. ER. GE. PE
pruritus
2 Staphylococcus aureus NI Pruritus CL. ER. GE. PE
Pseudomonas Secretion, pain and
3 ; CL.CE P NR
aeruginosa pruritus
o Secretion, pain and
4 Staphviococcus aureus S+T, N+B . pau NR
: burning sensation
5 Enterococcus faecalis CE.N+B Secretion and CL RL, TE, LE,
burning sensation ST
mon etion a
P Pser;dofr onas AM Secretion and NR
aeruginosa burning sensation
7 Candida parapsilosis S+T, N+B Secretion Not A
Secretion, burning
8 Staphvlococcus aureus AM sensation and PE
pruritus
L Burning sensation
Staphyl G - . .
9 Staphylococcus aureus NA and pruritus PE. TE
Streprococcus pyogenes ASTNR
Secretion, burning
10 Candida parapsilosis NA sensation and Not A
pruritus

* Patient used itraconazole. Other patients did not use antifungals for the 30 days before
the biopsy. CL-clindamycimn; CE - cephalexin; $ + T - sulfamethoxazole + trimethoprim:
N + B - neomycin + bacitracin; AM-amoxicillin; ER - erythromyein: GE-gentamyein;
CI-ciprofloxaci; RI - rifampicin; TE-tetracycline; LE-levofloxacm: PE - penicillin; ST
-streptomyein; NI — patient did not inform; NA — patient did not use antibiotic; NR - no
resistance; ASTNR - antibiotic sensifivity test not recommended; Not A — not
applicable.
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Table 2: Analysis of categorical variables according to the occurrence of secondary

infection i patients with cutaneous leishmamiasis treated m Rio de Janewro between

2013 and 2016.

Secondary infection

Variables (;ie]so) O_‘\:'; 5) p-value
n (%) n(%)

Men 8 13

Gender 1.000
endet Women 2 2
< 18 years 2 2

Age - 1.000
g > 18 years 8 13
. Yes 7 8

Secretion No 3 . 0.678
. Yes 3 3

Pain No ; . 0414
Burning Yes 7 3

sensation No 3 12 0.034
Yes 6 5

uri 0.241
Pruritus No 4 10
N : One lesi 6 9

Iy ulmbel of ne en_on 1.000
lesions = two lesions 4 6
- = 7, 2 L 7

Allea of the < 700 mm 4 1.000
lesion = 700 mm? 6 3
Time of < 60 days 4 10

evolution of the 6 - 0.241
lesions > 60 days -
Y 2 3

Co-morbidities © 1.000
No 8 12
Lower limbs 6 7

si i 0.688
Lesion location Other locations 4 3

Bold, sigmificant p-value.
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Table 3: Kaplan-Meier analysis of the time observed until epithelialization of the
lesions of 25 patients with cutaneous leishmaniasis treated m Rio de Janeiro between

2013 and 2016.

Time for epithelialization (days) Log Rank

Variable n (%o)
Median (Quartile 70:90) p-value
Secondary infection presence 10 (40) 54 (71:123) 0.395
absence 15 (60) 49 (89:117)
Secretion presence 15 (60) 63 (96:121) 0.023
absence 10 (40) 28 (46:98)
Pain presence 11 (44) 77(96:119) 0.522
absence 14 (56) 39 (54:121)
Burning sensation presence 10 (40) 77 (119:124) 0.019
absence 15 (60) 42 (54:96)
Pruritus presence 11 (44) 49 (79:124)
0.975
absence 14 (56) 55(77:119)

Bold, significant p-value.
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Table 4: Kaplan-Meier analysis up to the observed time for total healing of the lesions
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of 25 patients with CL attended in Rio de Janeiro between 2013 and 2016.

Time for total healing (davs) Log Rank
Variable n (%)
Median (Quartile 70;90) p-value
Secondary infection presence 10 (40) 184 (231:267) 0.9
absence 15 (60) 161 (182:231) o
Secretion presence 15 (60) 173 (226;231)
0.781
absence 10 (40) 182 (231:301)
Pain presence 11 (44) 182 (231:233)
0.770
absence 14 (56) 161 (226:231)
Burning sensation presence 10 (40) 156 (196:231)
0.304
absence 15 (60) 182 (231:233)
Pruritus presence 11 (44) 196 (231:301)
0.449
absence 14 (56) 173 (226;231)
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5 ARTIGO 2: OCORRENCIA DE INFECCAO SECUNDARIA NAS LESOES
CUTANEAS ULCERADAS DA ESPOROTRICOSE E SUA INFLUENCIA NO
TEMPO DE EPITELIZACAO E CICATRIZACAO TOTAL

OLIVEIRA-ANTONIO, L. F.; LYRA, M. R.; PIMENTEL, M. I. F. et al. Ocorréncia
de infeccdo secundaria nas lesdes cutaneas ulceradas da esporotricose e sua influéncia no

tempo de epitelizagéo e cicatrizagao total (Em construcéo)

Esse artigo apresenta a identificacdo de infeccdo secundaria nas lesdes ulceradas de
esporotricose e a sua influéncia no tempo de epitelizacdo e cicatrizacdo das lesdes. Também
apresenta as bactérias isoladas das lesdes estudadas e descreve os tipos de cicatrizacao
apresentados. Os resultados desse artigo finalizam a resposta aos objetivos especificos 1, 2, 3

e 4. Sera submetido a revista Mycology.
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Ocorréncia de infeccdo secundaria nas lesdes cutaneas ulceradas da esporotricose
e sua influéncia no tempo de epitelizagéo e cicatrizacgéo total

Resumo: A esporotricose € uma micose subaguda ou cronica causada, na maior parte
das vezes, por implantacdo traumatica do fungo dimorfo Sporothrix schenckii. As lesGes
ulceradas de esporotricose apresentam frequentemente secrecdo purulenta. No entanto,
referéncia bibliografica sobre infec¢do bacteriana secundaria nessas lesdes ndo foi encontrada.
Nesse estudo, visamos identificar a ocorréncia de infeccdo secundaria nas lesGes cutaneas
ulceradas da esporotricose e sua influéncia no tempo de epitelizacédo e cicatrizacdo total. Uma
coorte de 64 pacientes com lesdes cuténeas ulceradas de esporotricose confirmadas com
crescimento do Sporothrix schenckii sensu lato em cultura foi atendida no Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), entre outubro
de 2013 e fevereiro de 2016. Foi analisada a associacdo da ocorréncia de infeccdo secundaria
com as varidveis categodricas utilizando o teste exato de Fisher. A analise exploratéria de
sobrevivéncia do tempo para ocorréncia de epitelizacdo e cicatrizacdo foi realizada pelo
método de Kaplan-Meyer. Em seis casos houve o isolamento de Staphylococcus aureus e em
um desses foi também isolado Enterebacter cloacae. Les6es com mais de 60 dias de evolugédo
apresentaram associacdo significativa com a presenca de infeccdo secundaria. Infeccdo
secundaria ou sinais e sintomas a ela associados ndo influenciaram no tempo necessario para

ocorréncia de epitelizacdo e cicatrizagdo total das lesGes de esporotricose.

Introducao

A esporotricose € uma micose subaguda ou crbnica causada, na maior parte das vezes,
por implantacdo traumatica do fungo dimorfo Sporothrix schenckii. As les6es costumam ser
restritas a pele, tecido celular subcutaneo e vasos linfaticos adjacentes (BARROS et al, 2011).
A doenca tem distribuicdo mundial, com predominio em areas tropicais e temperadas
(BARROS et al, 2011). No estado do Rio de Janeiro, cerca de 2.344 casos de esporotricose
foram notificados entre 2013 e 2016 (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO, 2016a).

A apresentacdo mais frequente da esporotricose é a forma linfocutanea, que
caracteriza-se por formacdo de nddulo ou placa que tende a ulcerar ou assumir aspecto

verrucoso, com surgimento de linfangite e lesGes secundarias (nddulos ou gomas) com
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caracteristicas semelhantes a primeira e que seguem o trajeto de vasos linfaticos (RAMOS;
SILVA et al, 2007; BARROS et al, 2011). A forma fixa é representada por lesdo Unica no
local da inoculacdo, frequentemente ulcerada e com bordas infiltradas; pode também
apresentar-se como lesdo vegetante, verrucosa, tuberosa, ou como placa infiltrada, sem
envolvimento linfatico (BARROS et al, 2011) e algumas vezes circundada por pépulas
“satélites” (REIS et al, 2013).

O diagnostico definitivo de esporotricose é obtido através do isolamento e
identificacdo de S. schenckii sensu lato em meios de cultura (BARROS et al, 2011). O
tratamento de primeira escolha é o itraconazol, apresentando baixa toxicidade e boa tolerancia
(KAUFFMAN et al, 2007; BARROS et al, 2011a; 2011b). Nos casos com impossibilidade de
utilizar itraconazol, a terbinafina é a droga mais indicada (FRANCESCONI et al, 2009;
BARROS et al, 2011b).

As infeccOes secundarias se desenvolvem em éareas de pele ja danificada e a
subsequente invasdo de areas circunvizinhas pode agravar e prolongar a doenca. 1sso pode
ocorrer quando a integridade da pele foi quebrada ou o meio imune local é alterado pela
condicdo priméria da pele, permitindo a infeccdo por bactérias (BERGER, 2008;
ROSSOLINI; STEFANI, 2009). As lesGes ulceradas de esporotricose apresentam
frequentemente secrecdo purulenta. ALMEIDA-PAES et al (2016) destacaram que a
biossintese de melanina, pigmento importantes para a viruléncia flngica e sobrevivéncia no
hospedeiro, pode ser reforcada quando o fungo estd em contacto com algumas bactérias, tais
como Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. No entanto, ndo encontramos
outros estudos sobre infeccdo bacteriana secundaria nas Ulceras especificas desta
enfermidade.

Tendo em vista que o modo principal de inoculacdo do fungo é por traumas,
geralmente com matéria vegetal ou mordedura/arranhadura por gatos, potencialmente
carreadores de microrganismos (BUMA et al, 2006), visamos identificar a ocorréncia de
infeccdo secundaria nas lesbes cutaneas ulceradas da esporotricose e sua influéncia no tempo

de epitelizacdo e cicatrizagéo total.
Meétodos
Selecéo dos pacientes:

Trata-se de um estudo prospectivo, com uma coorte de 64 pacientes com lesbes

cutédneas ulceradas atendidos no Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
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Leishmanioses (LapClin VigiLeish) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), entre outubro de 2013 e fevereiro de 2016.
Gestantes, pacientes com esporotricose na forma cutanea disseminada e pacientes que néao
fizeram biopsia no INI ou ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido foram

excluidos do estudo.

Diagnostico:

Todos os pacientes incluidos apresentaram confirmacao diagnostica realizada por
isolamento do Sporothrix schenckii sensu lato em cultura de fragmento de lesdo cutanea em
meios Sabouraud e Micosel, coletado através de procedimento de bidpsia realizada durante a
fase de investigacdo e tratados com itraconazol ou terbinafina. Em pacientes com mais de

uma lesdo, a maior e mais infiltrada foi selecionada.

Avaliagdo de infeccdo secundaria:

A bidpsia foi realizada com anestesia local com lidocaina a 2% sem vasoconstritor,
com retirada de fragmento da borda da lesdo através de corte com bisturi ou “punch” de 5 a 6
mm. O fragmento retirado foi dividido e enviado para cultura de fungos, analise
histopatoldgica, cultura, PCR e imunohistoquimica para Leishmania (Fagundes et al. 2010,
Almeida et al. 2011, Quintela et al. 2012, Antonio et al, 2016) e cultura de bactérias aerdbicas
e/ou anaerobicas facultativas, e micobactérias. Para o isolamento de bactérias, o tecido foi
macerado e inoculado em um dos seguintes meios de cultura: agar sangue com 5% de sangue
de carneiro desfibrinado Columbia Agar Base (Merck, Darmstadt, Germany); agar chocolate
suplementado com fator V e X (Merck, Darmstadt, Germany), agar brolacin (Merck,
Darmstadt, Germany), e o meio de tioglicolato (Merck, Darmstadt, Germany). Para
identificacdo da espécie bacteriana foram utilizados métodos bioguimicos convencionais
(Garcia & lIsenberg, 2007) e andlise automatizada no equipamento Vitek 2 Compact
(BioMerieux Inc, Durhan NC, USA), de acordo com a especificacdo do fabricante. O cultivo
de micobactérias foi realizado em meio Lowenstein-Jensen e por cultura automatizada com o
BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System. Os testes de sensibilidade foram
interpretados utilizando os critérios estabelecidos no documento M100-S24 (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2013, 2014 e 2015).

Avaliacdo clinica:

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica de suas lesdes cutaneas, antes,
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durante, e apds o tratamento, sendo acompanhados até a resolucdo da enfermidade, num
intervalo de aproximadamente 30 dias entre as consultas, com medida dos didametros interno e
externo das bordas das les6es ulceradas. A area da lesdo ulcerada foi determinada utilizando a
formula da area da elipse: (didmetro transversal / 2) X (diametro longitudinal / 2) X =.

A epitelizacdo foi definida como fechamento da Ulcera através de neoformacéo
epidérmica que ocluiu totalmente a superficie da Ulcera, podendo ainda apresentar
descamacdo, infiltracdo e eritema. A cicatrizacdo definitiva, que caracterizou a resolucdo da
lesdo, foi definida como epitelizacdo da lesdo e auséncia de crostas, descamacéo, infiltracéo,

podendo ou ndo apresentar eritema residual leve.

Analise de dados:

Foi avaliada a frequéncia simples das variaveis categdricas, e mediana, minimo e
maximo das variaveis continuas. A associacdo da ocorréncia de infec¢do secundaria com as
variaveis categoricas foi analizada utilizando o teste exato de Fisher. A anélise exploratdria de
sobrevivéncia foi realizada pelo método de Kaplan-Meyer para cada um dos desfechos
considerando o tempo de epitelizacdo e tempo de cicatrizacdo. Pacientes que abandonaram o
seguimento do estudo pds-tratamento foram censurados. Os testes de Log-Rank indicaram
curvas de sobrevivéncia significativas ao nivel de 5%. As analises foram realizadas
utilizando-se os softwares R versdo 3.0 e Statistical Package for the Social Sciences (SPPS)
versdo 16.

Resultados

Dos 64 pacientes incluidos com esporotricose, 43 eram mulheres e 21 homens, com
idade variando de 6 a 80 anos e mediana de 24 anos. Quarenta e trés (67%) pacientes
apresentavam a forma linfocutanea e 21 (33%) apresentavam a forma fixa. A area provavel de
infeccdo de todos os casos foi 0 estado do Rio de Janeiro. Trinta e trés pacientes apresentaram
lesbes em membros superiores, 13 no tronco, 12 em membros inferiores e 6 em cabeca e
pescoco.

O tratamento de 62 pacientes foi realizado com itraconazol e de 2 com terbinafina.
Dezesseis pacientes (25%) apresentavam co-morbidades como: hipertensdo, miomatose,
doenca de Crohn, depresséo, arritmia cardiaca, diabetes mellitus, hipotireoidismo e lupus.

Cinquenta e sete pacientes (89%) fizeram uso de antibidtico sistémico e/ou local e

quatro pacientes fizeram uso de antifingico previamente a investigacdo diagnostica. Desses
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38 pacientes utilizaram mais de um antibi6tico/antifungico concomitantemente. Os

antibidticos e antifungicos usados foram listados no figura 1.

Figura 1: Namero de pacientes por antibiéticos e antifingicos utilizados.

lodeto de Potéssio
Fluconazol

_ Cetoconazol

Acido fusidico
Oxacilina
Clindamicina
Rifampicina

Rifocina

Ceftriaxona
Levofloxacina
Sulfametoxazol+trimetropina
Sulfadiazina de prata
Mupirocina
Ciprofloxacina
Azitromicina
Neonicina+bacitracina
Penicilina Benzatina
Amoxacilina ou
Cefalexina

Foram isolados dois microorganismos em 6 lesdes de esporotricose: Staphylococcus
aureus em todas as lesdes, Enterobacter cloacae em uma lesdo (tabela 1). Todos os pacientes
apresentaram resultados negativos na pesquisa de micobactérias e Leishmania sp nos

respectivos meios de cultura..
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Tabela 1: Descrigdo da antibioticoterapia usada e sinais e sintomas sugestivos de infeccdo secundaria observados nos

seis pacientes com infeccdo secundaria em lesdes de esporotricose atendidos no Rio de Janeiro entre 2013 e 2016.

Sinais e Sintomas

. . . . Antibiéticoterapia 30 . . - Antibiético
Paciente  Microorganismos isolados - o sugestivos de infec¢do P
dias prévios . Resisténcia
secundaria
Staphylococcus aureus x CL, ER, PE
1 Enterobacter cloacae NUA Secregao Multiresistente
2 Staphylococcus aureus NUA Secrecéo e prurido PE
3 Staphylococcus aureus AM Secregdo, dor_, aroéncia e PE
prurido
4 Staphylococcus aureus PE, CE Prurido PE, OX
5 Staphylococcus aureus CE Prurido CL, ER, PE,TE
6* Staphylococcus aureus AM+CV Prurido, secre¢do e dor  ClI, CL, ER, OX, PE

* Paciente fez uso de iodeto de potassio ndo saturado. Demais pacientes ndo utilizaram antiflngicos 30 dias
antes da realizac@o da bidpsia.

CL - clindamicina; CE — cefalexina; AM — amoxacilina, AM+CV — amoxacilina + clavulanato; ER —
eritromicina; Cl — ciprofloxacina; OX — oxacilina; TE — tetraciclina; PE — penicilina; NUA — ndo utilizou
antibidtico.

O tempo de evolucdo das lesdes variou entre 15 e 360 dias, com mediana de 45 dias. A
area das lesdes variou de 111 a 2765 mm? (mediana 709 mm2). Dentre os sinais e sintomas
sugestivos de infeccdo secundaria nas lesbes, 80% dos pacientes apresentaram secre¢do, 56%
relataram dor, 56% relataram prurido e 44% relataram ardéncia. Aqueles com mais de 60 dias
de lesdo apresentaram maior proporcao de infec¢do secundaria que os com menos de 60 dias.
As demais variaveis ndo apresentaram associacdo com a ocorréncia de infec¢do secundaria
(tabela 2).
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Tabela 2: Analise das varidveis categoricas segundo a ocorréncia de infeccdo secundaria nos 64
pacientes com lesdes ulceradas de esporotricose atendidos no Rio de Janeiro entre 2013 e 2016.

Infeccdo Secundéaria

VARIAVEIS sim (N = 6) NZo (N= 58)
n (%) n (%) p valor
1 (16,7 20 (34,5
Sexo Homens (16,7) (34,5) 0.654
Mulheres 5(83,3) 38 (65,5)
4 (66,7 21 (36,2
dade < 18 anos (66,7) (36,2) 0.199
> 18 anos 2 (33,3) 37 (63,8)
i 4(66,7 47 (81,0
Secrecao Sim (66.7) (81,0) 0,593
N0 2 (33,3) 11 (19,0)
i 2 (33,3 34 (58,6
Dor Sim (33,3) (58,6) 0.391
N0 4 (66,7) 24 (41,4)
i 1 (16,7 27 (46,6
Ardéncia Sim (16.7) (46.6) 0,219
Nio 5(83,3) 31 (53,4)
i 5(83,3 31 (53,4
Prurido Sim (83.3) (63:4) 0,219
Nio 1(16,7) 27 (46,6)
i 1 (16,7 15 (25,9
Comorbidade Sim ( ) ( ) 1,000
Nio 5(83,3) 43 (74,1)
4 (66,7 17 (29,3
N° de lesio Uma (66.7) (29.3) 0,084
Duas ou mais 2(33,3) 41 (70,7)
B 3 (50,0 29 (50,0
Area da lesao < 700 mm? ( ) ( ) 1,000
> 700 mm? 3(50,0) 29 (50,0)
Tempo de <60 dias 2(33,3) 45 (77,6)
evolucdo da = 0,038
lesdo > 60 dias 4 (66,7) 13 (22,4)
Uso de Sim 4 (66,7) 53 (91,4)
antibidtico 0,125
prévio Né&o 2(333) 5(86)
Localizacéo da MMSS 1(16,7) 32 (55,2) 0.099
lesdo Outras localizagées 5(83,3) 26 (44,8) '

Bold, significant p-value. MMSS = membros superiores

Todos os pacientes apresentaram epitelizacdo das lesdes. O tempo de epitelizacéo
variou de 0 a 119 dias, com mediana de 41 dias. Quatro pacientes abandonaram o seguimento
do estudo e foram censurados na andlise de sobrevida. No entanto, o contato para resgate dos
pacientes apds um ano de tratamento confirmou a cura com formac&o de cicatriz. O tempo de
cicatrizacdo variou de 40 a 280 dias, com mediana de 133 dias.

De acordo com a analise de sobrevivéncia ndo houve influéncia da infeccdo
secundaria e nem dos sinais e sintomas associados a infec¢do secundaria no tempo necessario

para epitelizac&o e cicatrizacao total das lesdes de esporotricose (tabela 3).
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Tabela 3: Andlise de Kaplan Meyer das variaveis estudadas segundo o tempo de epitelizagdo e cicatrizagdo
total dos 64 pacientes com lesdes esporotricose, tratados no Rio de Janeiro, entre 2013 e 2016.

Tempo de Epitelizacdo Tempo de Cicatrizag&o
Epitelizacédo (dias) Log Rank Cicatrizacdo (dias) Log Rank

Mediana (Min.-

Variavel n (%) Max.) p valor Mediana (Min.-Méax.) p valor
Infeccdo  presente 6 (9) 40 (0-91) 159 (126 - 231)

secundaria ausente 58 (91) 41 (0-119) 0,987 133 (40 - 280) 0,750
presente 51 (80) 42 (21 - 98) 112 (40 - 252)

Secrecdo  ausente 13 (20) 35 (0-119) 0,994 136 (51 - 280) 0,133
presente 36 (56) 45 (0 - 98) 145 (47 - 261)

Dor ausente 28 (44) 35(0-119) 0,377 136 (40 - 280) 0,495
presente 28 (44) 38 (0-98) 145 (56 - 252)

Ardéncia  ausente 36 (56) 45 (0 - 119) 0,778 136 (40 - 280) 0,823
presente 36 (56) 45 (0 -98) 145 (47 - 252)

Prurido ausente 28 (44) 40 (0 -119) 0,687 130 (40 - 280) 0,611

Discussao

Este estudo visou identificar a ocorréncia de infeccdo secundaria em lesbes de
esporotricose e sua influéncia no processo de cicatrizacdo. Ndo encontramos diferencas nos
tempos de epitelizacdo e no tempo para cicatrizacdo definitiva entre os pacientes com e sem
infeccdo secundaria das lesbes ulceradas. A populacdo estudada apresentou predominancia de
casos femininos, acometimento de todas as faixas etarias, localizacdo mais comum das lesdes
nos membros superiores, e a forma clinica mais frequente foi a linfocutanea, assim como foi
observado em estudos anteriores (BARROS et al, 2011b; SILVA et al, 2012; ALMEIDA
PAES et al, 2014). A concentracdo da populacdo estudada no estado do Rio de Janeiro reflete
a endemia de esporotricose que se instalou no estado (SILVA, et al 2012).

A ocorréncia de infeccdo secundaria por bactérias nas lesdes ulceradas causadas por
Sporothrix schenckii sensu lato provavelmente esta relacionada com a quebra da integridade
da pele provocada pelo fungo (BERGER, 2008; ROSSOLINI; STEFANI, 2009). Um caso de
lesdo ulcerativa com linfangite nodular e isolamento simultdneo de Sporothrix sp. e
Staphylococcus lugdunensis da mesma lesédo foi relatado por MULVANEY et al (2009); no
entanto, o reaparecimeto da les@o trés meses depoislevou a realizagdo de uma nova bidpsia

que possibilitou a identificacdo de Leishmania guyanensis através da reacdo da polimerase em
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cadeia (PCR). A co-infeccdo de esporotricose e leishmaniose tinha sido relatada previamente
em trés casos na Colémbia (AGUDELO, 1999). Nesse estudo, embora com areas de
sobreposicdo parcial de transmissdo de esporotricose e LC, coinfeccdo entre essas duas
doencas nao foi encontrada. Outros estudos de descricdo de infec¢do secundaria por bactérias
em lesdes de esporotricose ndo foram encontrados.

A identificacdo de infec¢do secundaria em nosso estudo foi maior nos pacientes com
mais de 60 dias de evolugdo das lesbes ulceradas especificas de esporotricose. O tempo de
evolucdo da lesdo reflete o tempo de suscetibilidade do paciente a ocorréncia da infeccéo
secundaria. Ulceras cronicas sdo amplamente estudadas quanto a presenca de infecgdo por
bactérias (BOWLER et al, 2001, JOCKENHOFER et al, 2013).

A maioria das lesdes dos pacientes aqui estudados apresentou secrecdo, mas sem
relacdo significativa com a ocorréncia de infeccdo secundaria. A presenca de secrecdo nas
lesbes de esporotricose pode também estar relacionada ao processo inflamatério
desencadeado pelo fungo (BARROS et al, 2011, QUINTELLA et al, 2011).

O uso de antibioticoterapia nos 30 dias anteriores a bidpsia pela maioria da populacao
estudada pode ser uma explicacdo para a baixa identificacdo de infeccdo secundaria. No
entanto, a identificacdo de bactérias nas lesbes de pacientes com antibioticoterapia prévia
poderia induzir a resisténcia aos antibioticos utilizados. N&o encontramos associacdo da
infeccdo secundaria identificada nas lesdes de esporotricose com o uso de antibioticoterapia
prévia

S. aureus é importante agente causador de infeccdes na pele e tecidos moles que
variam de foliculite a fasciite necrosante. Na China, um estudo avaliou as caracteristicas de S.
aureus oriundo da comunidade em criancas e adultos com infec¢Bes cutaneas e de tecidos
moles observou 96,6% das 1895 cepas de estudadas com resisténcia a penicilinas. (LIU et al,
2016). Nesse estudo todas as cepas de Staphylococcus aureus isoladas foram resistentes a
penicilina.

N&o houve associacdo da infeccdo secundaria identificada nas lesGes de esporotricose
ou dos sinais e sintomas correlacionados com o tempo até epitelizacdo e cicatrizacéo total das
lesGes. A principal bactéria isolada pode ser a explicacdo para essa auséncia de associacao.
ALMEIDA-PAES et al, (2016) ndo obervaram diferencas na producdo de melanizacdo,
pigmento importante para a viruléncia fangica e sobrevivéncia no hospedeiro, quando
cultivaram S. brasiliensis com S. aureus e S. epidermidis. Deste modo, nossos resultados néo
indicam a necessidade de antibioticoterapia coadjuvante ao tratamento especifico de

esporotricose, mesmo na presenca de sinais e sintomas sugestivos de infecgdo secundaria. A
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decisdo quanto ao uso de antibioticoterapia sistémica e/ou topica na esporotricose deve ser
tomada de acordo com a avaliagdo individual de cada paciente.
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6 ARTIGO 3: IDENTIFICACAO DO SPOROTHRIX SCHENCKII SENSU LATO EM
FRAGMENTOS DE LESAO DE PELE CULTIVADOS EM MEIO nnn PARA
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LEISHMANIOSE CUTANEA

ANTONIO, L. F,; PIMENTEL, M. I. F.; LYRA, M. R.,; MADEIRA, M. F.; MIRANDA, L.
F. C.; ALMEIDA-PAES, R.; BRITO-SANTOS, F.; CARVALHO, M. H. G. F;
SCHUBACH, A. O. Sporothrix schenckii sensu lato identification in fragments of skin lesion
cultured in NNN medium for differential diagnosis of cutaneous leishmaniasis. Diagn
Microbiol Infec Dis, New York, v. 87, n. 2, p. 118-20, 2017. (Publicado)

Esse artigo foi publicado na revista Diagnostic Microbiology and Infectious Desease e
apresenta 0 meio de cultura NNN + Schneider, usado para cultivar parasitos do género
Leishmania, como um meio alternativo a ser utilizado no cultivo de Sporothrix schenckii

sensu lato. O artigo responde ao objetivo 5 desta tese.
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Cutaneous leishmaniasis [CL) is an infectious disease caused by pro-
tozoa of the genus Leishmania (Word Health Organization, 2010). Spo-
rotrichosis is a subacute or chronic suboutaneous myoosis worldwide
distributed but more prevalent in tropical and subtropical areas, caused
by the dimorphic fung Sporothriv schencki sensu lato [Rangel-Gamboa
etal, 2016; Chakrabarti etal., 2015). Both are endemic diseases in the
State of Rio de Janeiro (R]). At least 830 cases of sporotrichosis [SES
Mewsletter, 2014 ) and 50 cases of CL [Brazilian Ministry of Health,
2016) were reported in B between 2013 and 2014

The most frequent type of CL is the localized form, with single or
multiple cutaneous lesions (Brazilian Ministry of Health, 201 3; Word
Health Organization, 20 10). The typical ulcer of CLis painless and usu-
ally located in areas of skin exposed to insect bites. It has mounded or
oval shape, with infiltrated erythematous base and well defined high
edges [Pessta and Barretn, 1948). It may occasionally present with
vermruoous lesions or with regional lymphadenopathy and nodular
lymphangitis [Brazilian Ministry of Health, 2013). The last type
[sporotrichoid leishmaniasis) is frequently reported in the Middle East
[Cozzani et al, 2011).

Sporotrichosis usually extends along the lymphatic path
[lymphooutaneous type | or occasionally remains localized (fxed type )
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The rarer disserminated presentations are mainly related to immunodefi-
dencies (De Lima Baros et al, 2011). The lymphocutaneous type dgarts
with an erythematous papule or pustule that evobres into a nodule or
plague tending to ulcerate. Lym phangitis and secondary lesions [nodules
or gums) develop, following the path of lymphatic ves=ls (De Lima
Barros et al., 2011; Ramos-e-Silva et al., 2007 ). The fxed type presnts
with a sngle ulcerated or vermicous lesion at the inooulation site, without
lymphatic involwement [ De Lima Barros et al., 2011

The similar clinical features in both diseases lead to differential diagnoss
[Pavidakey etal, 2015 Liper-Escobar et al, 2007, Tobin and fink, 2001

Thizs study included 89 patients with ulcerated skin lesions and a
preliminary clinical suspicion of cutaneous leishmaniass, who had con-
firmed diagnosis of leishmaniass or sporatrichosis at Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas Fundagao Oewaldo Cruz, Rio de Janeim,
between 2013 and 2015.

Abiopsyofa skin lesion was performed as part ofthe routine differential
diagnostic procedures Fragments of the lesions were cultivated in biphasic
Novy-Macheal-Micolle [NMN) plus Schneider media, supplemented with
10% fetal calf serum and antibiotics (200 U penidllin + 100 pg sreptomy-
cin) to detect the presence of Leishmanio protozea as desribed by Almeida
et al. [2011). Some fragments were also cultivated on 2% Sabourand dex-
trose agar (SDA) and Mycosel agar [Myc) media at 25 °C Filamentous
fing were iden tified by morphological anabyss [ macmo and micromor phol-
opy), and suspected isolates of Sporothrx schencldl sensu lato were
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transfmed tobrain heart infusion [ BHI) agar medium at 35 °C for confimma-
ton of fungal dimaorphism. Molecular tests for both diseases were not per-
formed in routine procedures, due to their high costs.

Culture for Leishmania ([MNN + Schneider] were considered posi-
tive in microscopic analysis when mobile flagellated parasites with
the chamcteristics of prom astigote forms of the protozoa were visual-
ized. Hyphae and conidiae recognized in the micrmscopic evaluation in
NMM + Schneider evidenced fungi.

Twenty patients confirmed Leishmania parasites growth in
NNN + Schneider media, and five had visualization of amastigotes in
direct exam or histopathology. There was no fungi growth in
NMN + Schneider nor in SDA/Myc media in the fragments of lesions
from (L cases. CL patients were infected in B in 48% of the cases, and
the remaining were infected in other Brazilian states.

Sporothriv schencln sensu lato strains were isolated in 2% 5DA and
Myt media from fragments of cutaneous lesions of 64 patents. The
time of groerth of Fungi in these media was 11 days. Sporothric schenckdi
sensu lato was also ismlated in NNN + Schneider media in 98X of these
cases [Fig. 1). The average time of groweth of fungi in NNM 4+ Schneider
media between 26 and 28 *C was 9 days In all these cases, the culture of
aliguots of NNN + Schneider media on SD&, Myc (Fig. 2), and BHI
confirmed the identification of Sporothnx schencln sensu lato, All 64 pa-
tients with sporotrichasiswere infected in B]; 67% had lymp hocutaneous
and 33% had fixed cutaneous ulcerated type

All 89 patients received specific treatment according to each con-
fimmed disease [De Lima Bamros et al., 2011; Schubach et al, 2005) and
evohved to complete healing of their respective lkesions.

W observed that NMN + Schneider media proved to be suitable for
the isolation in culture of both Leshmania protozoa and & schenckn
sensu lato fungi.

The ocoumence of the cutaneous fixed type in one third of the
patients with spomirichosis, with similar characteristics to the most
typical CL lesions, demonstrates the similarity of the clinical preenta-
tion for both diseases in several cases. Moreower, 52 patients with spo-
rotrichosis and a positive Montenegro skin test were previously
reported in RJ [ De Lima Barros et al., 2005; Barmos et al, 2004). Such
findings indicate the need for differential diagnosis between these
diseases.

Lymphomitaneous kesions of sporotrichoid leishmaniasis also de-
mand diferential diagnosis [Tohin and Jinh, 2001). Although we have
not ohserved in this shudy patients with spomtrichoid CL some cases
with this atypical presentation wemre reporbed in endemic areas
[Pavlidakey et al., 2015; Hinojosa et al., 2014; Sampaio et al, 19956).

In 1994, three cases of CL and sporotrichosis co-infection were re-
ported in Colombia [ Agudelo et al, 1999). We have not identified

Fig_ 1. Spoomthrin sohencki semsu lado in MNN + Schnedder media, magnification 200 X

Fig. 2 Aliquots of NNN + Schneider media growth on Sabouraud agar and Myoosel] agar

cases of such co-infection in a reference center for these infectious dis
eases in an endemnic area for both

The growth of other microorganisms in MMM + Schneider media,
which is appropriate for the culture of Leishmmio parasites, may be fre-
quently interpreted as contamination of the media (Chouihi o al.,
2009). The search and identification of the contaminating microorgan-
ism iz not ahways a routine procedure, and disposal of the material is
usually performed.

NMM + Schneider media are more expensive [equivalent to 41 US
dollars in June 20 16 ) than classical mycological media (253 US dolars),
and the simple substitution of these media for those ones is not cost-
effective. However, when the cinical signs and symptoms point to
bath leishmaniasis and sporotrichosis, MNNN + Schneider media may
be performed first; when there is fungi growrth in MNN, fungi cultures
should subsequently be performed in tradidonal mycological media. [t
would save costs when com pared to the performance of both Letshma-
ia and mycological cultures in pamllel

Fungi gronwth in both media evidence hyphae and conidiae. Culure
in BHlis necessary in any case to demonsrate fungal dimorphism. How-
ever, mycological traditional media are not suitable for Leishmania
growth. The main differential characteristic in the micmscopic analysis
regarding both microrganisms is the mobility of Leishmania, when com-
pared to the motionless fungi

The fungal contamination ooourring in MMM + Schneider media
during the diagnostic procedures should be evaluated for evidence of
the occurrence of spomtrichoss, mainly in B, We recommend further
studies usng NNN as an altermnative medium to the growth of S porothrix
schenckil sensu lato, espedally in areas where leishmaniasis and spom-
trichosis endemics overdap.
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7 ARTIGO 4: LEISHMANIOSE CUTANEA E ESPOROTRICOSE: UMA ANALISE
COMPARATIVA DAS CARACTERISTICAS CLINICAS, LABORATORIAIS E
DEMOGRAFICAS ASSOCIADAS OU NAO AO TEMPO DE EPITELIZACAO E
CICATRIZACAO

OLIVEIRA-ANTONIO, L. F.; LYRA, M. R.; PIMENTEL, M. I. F. et al. Analise
comparativa das caracteristicas clinicas e sociodemograficas da leishmaniose cutanea e da
esporotricose no estado do Rio de Janeiro (Em construgéo)

Esse artigo apresenta resultados adicionais encontrados através da comparagdo entre
casos de leishmaniose cutanea e de esporotricose, destacando as principais semelhancas e

diferencas clinicas e evolutivas apresentadas.
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Leishmaniose cutdnea e esporotricose: uma andlise comparativa das
caracteristicas clinicas, laboratoriais e demogréaficas associadas ou ndo ao tempo de

epitelizacédo e cicatrizacao.

Resumo:

A leishmaniose cutanea (LC) e a esporotricose séo doencgas endémicas no estado do
Rio de Janeiro. A LC € causada por parasito do género Leishmania. A esporotricose € causada
por fungos do género Sporothrix Ambas possuem manifestacéo clinica cutanea semelhante e
o diagnostico diferencial é indispensével, principalmente em areas de superposi¢do das
doencas. Visamos identificar e comparar as principais semelhancas e diferencas clinicas e 0s
fatores associados ao tempo de epitelizacdo e cicatrizacdo da LC e da esporotricose. Foi
realizado um estudo prospectivo, com uma coorte de 89 pacientes com confirmacao
diagndstica de LC ou esporotricose atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI) da Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), entre outubro de 2013 a fevereiro de
2016. Foram coletados dados sociodemograficos e clinicos e o0s pacientes foram
acompanhados durante e apds o tratamento até a resolucdo da enfermidade, com registro do
tempo para epitelizacdo e cicatrizacdo total das leses e do tipo de cicatriz. A melhora clinica
sem tratamento e o padréo de cicatriz linear e pingo de vela foram observados exclusivamente
nos casos de esporotricose e 0 processo de epitelizacdo e cicatrizacdo das lesdes de
leishmaniose e esporotricose foram diferentemente influenciados pelo sexo, ocorréncia de
infeccdo secundaria, localizacdo e numero de lesdes e pelo tempo de evolugdo pré-tratamento.

As diferengas observadas podem auxiliar no diagnostico diferencial dessas doencas.

Introducao

A leishmaniose cutanea (LC) e a esporotricose sdo doencgas endémicas no estado do
Rio de Janeiro (RJ), com 1859 casos de esporotricose confirmados (SECRETARIA DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2016a) e 90 casos de LC, entre 2013 e 2015
(SECRETARIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2016b). A distribuicdo geografica
dessas doencas se superpde em algumas areas da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
onde se concentram 95% dos casos de esporotricose (SILVA et al, 2012, KAWA et al, 2010,
BARROS, et al, 2010, SCHUBACH, et al, 2005, KAWA E SABROZA, 2002) e cerca de
80% dos casos de leishmaniose tegumentar americana notificados no estado do RJ
(SECRETARIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2016b).
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A LC é causada por parasito do género Leishmania (BAPTISTA et al, 2009).
Tipicamente apresenta lesdo cutdnea localizada, ulcerada, unica ou em pequeno numero,
indolor, arredondada, com bordas eritematosas e infiltradas, e com fundo granuloso
(OLIVEIRA-NETO et al, 1997a; 1997b; BRASIL, 2013).

A esporotricose é causada pelo fungo dimorfo Sporothrix schenckii sensu lato
(CHAKRABARTI et al 2015; RAGEL-GAMBOA et al, 2016). A principal forma clinica € a
linfocutanea caracterizada por lesbes gomosas ou nodulares acompanhando o trajeto linfatico,
que tendem a ulcerar, com caracteristicas semelhantes a leséo inicial (BARROS et al, 2011a)

Estas doencas possuem manifestacdo clinica cutanea semelhante e o diagndstico
diferencial € indispensavel em &reas de superposicao de ambas. Algumas lesdes de LC podem
se apresentar como Ulceras que progridem com surgimento de lesGes gomosas ou nodulares
no trajeto linfatico, sendo classificadas como leishmaniose esporotricoide (SAMPAIQO et al,
1996; HINOJOSA et al, 2014, PAVLIDAKEY et al, 2015), e cerca de 30% das lesGes de
esporotricose apresentam-se com lesdes Unicas sem linfangite, classificadas como
esporotricose fixa, frequentemente Glceras com bordas infiltradas (BARROS et al, 2011a).

O diagndstico confirmatério da LC e da esporotricose ocorre pela identificacdo do
agente etioldgico. Na analise histopatoldgica, ambas as enfermidades apresentam padrdes de
alteracOes teciduais semelhantes e baixas frequéncias de detecgdo de microorganismos
(QUINTELLA, 2012). Para confirmacdo da LC é indicado o exame direto de material obtido
de lesdo por escarificacdo, puncdo aspirativa, ou fragmento de lesdo, além do isolamento do
parasito através de cultura do fragmento de lesdo em meio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle)
acrescido de meio Schneider (FURTADO 1980, GONTIJO E CARVALHO, 2003;
ALMEIDA et al, 2011; BRASIL, 2013). Pesquisa de DNA do parasito através da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) também é considerado critério de confirmacgdo parasitologica.
Para a esporotricose € indicada cultura em meio Mycosel ou agar Sabouraud com posterior
demonstracdo do dimorfismo em meio Brain Heart Infusion agar (BHI) (BARROS et al,
2011a). Recentemente, ANTONIO et al (2017) sugeriram a utilizacdo do meio de cultura
NNN+Schneider como uma alternativa para isolamento de ambos 0s microorganismos.

BARROS et al (2005) observaram alta frequéncia de pacientes com esporotricose
apresentando intradermorreacdo de Montenegro e sorologia para Leishmania positivas no
municipio do Rio de Janeiro. LYRA et al (2015) descrevem padrGes de cicatrizacdo
diferenciado nos casos de esporotricose, que poderiam ser utilizados como auxilio no
diagnostico clinico em casos de lesbes ativas concomitantes com lesdes cicatrizadas.

LOUREIRO et al (2000) em estudo de pacientes com esporotricose utilizando ensaio
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imunoenzimético (ELISA) detectaram anticorpos contra um peptidio de ligacdo da parede
celular do S. schenckii com 100% de sensibilidade, entretanto observaram reacfes cruzadas
deste teste nos soros de pacientes com LC.

Diante dessas evidéncias visamos verificar as principais semelhancas e diferencas
clinicas, laboratoriais e demogréficas e associacdo ou ndo com o tempo de epitelizagdo e
cicatrizacdo total das lesbes apresentadas por pacientes com LC ou esporotricose, atendidos
no Ambulatério de Leishmanioses do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo, com uma coorte de pacientes com lesdes
cutdneas ulceradas encaminhados ao Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmanioses (LapClin VigiLeish) do INI/FIOCRUZ, para diagnostico diferencial. Este
estudo foi aprovado Comité de Etica em Pesquisa do INI/FIOCRUZ com o nimero CAAE
19704113.0.0000.5262 (Anexo 1).

Foram incluidos 89 pacientes com confirmacdo diagndstica de LC ou esporotricose,
sequencialmente atendidos entre outubro de 2013 e fevereiro de 2016. Os casos de LC foram
tratados com antimoniato de meglumina por via intramuscular ou subcutanea, e os casos de
esporotricose foram tratados com itraconazol ou terbinafina. Foram excluidos do estudo
gestantes, pacientes com leishmaniose cutdneomucosa ou com formas cutdneas disseminada ou
difusa, pacientes com esporotricose forma cutanea disseminada e pacientes que ndo fizeram
bidpsia no INI ou que ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

A biopsia foi realizada ap6s assepsia com alcool 70° e anestesia local com lidocaina a
2% sem vasoconstritor. Foi retirado fragmento da borda da lesdo ulcerada através de corte
com bisturi ou “punch” de 5 a 6 mm. O fragmento foi dividido e enviado para cultura de
fungos, analise histopatologica, cultura, PCR e imunohistoquimica para Leishmania
(FAGUNDES et al. 2010, ALMEIDA et al. 2011, QUINTELA et al. 2012, ANTONIO et al,
2017) e cultura de bactérias aerdbicas e/ou anaerdbicas facultativas e micobactérias. Para a
analise de bactérias o tecido foi macerado e inoculado em um dos seguintes meios de cultura:
agar sangue com 5% de sangue de carneiro desfibrinado Columbia Agar Base (Merck,
Darmstadt, Germany); agar chocolate suplementado com fator V e X (Merck, Darmstadt,
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Germany), agar brolacin (Merck, Darmstadt, Germany), e 0 meio de tioglicolato (Merck,
Darmstadt, Germany). O cultivo de micobactérias foi realizado em meio Lowenstein-Jensen e
por cultura automatizada com o BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System.

Foram coletados dados sociodemogréaficos (sexo, idade, area provavel de infeccéo),
clinicos (comorbidades, infeccdo secundéria, sinais e sintomas de infeccdo secundéria,
namero de lesBes, localizacdo das lesdes, didmetro da lesdo e da Ulcera, tempo de evolugéo
das lesGes) e laboratoriais (resultado da andlise histopatologica e imunohistoquimica). Os
pacientes foram acompanhados durante e ap6s o tratamento até a resolucédo da enfermidade e
foi registrado o tempo para epitelizacdo e cicatrizacdo total das lesbes, bem como o tipo de
cicatriz. Pacientes com LC foram avaliados até a epitelizacdo a cada 10 a 20 dias a partir do
inicio do tratamento. Apds a epitelizacdo, os pacientes foram acompanhados em 1, 2, 3,6, 9 ¢
12 meses. Pacientes com esporotricose foram avaliados com intervalo de 30 dias até a
resolucdo da enfermidade. Esta periodicidade obedece a rotina de seguimento dos pacientes
com cada enfermidade no Ambulatério de Leishmanioses do INI/FIOCRUZ.

Foram avaliados os desfechos de epitelizagdo e cicatrizagdo total das lesdes. A
epitelizacdo foi definida como lesdo que deixou de apresentar solugdo de continuidade e
crostas. No entanto, nesta fase, poderia apresentar descamacéo, infiltracdo e/ou eritema. A
cicatrizacao total ou resolucdo da lesdo foi definida como leséo epitelizada sem descamacao e
infiltracdo, podendo ou ndo apresentar eritema residual leve. A melhora clinica antes do
tratamento caracterizou-se por diminuicdo do didmetro da Ulcera, aparecimento de crostas e
diminuicdo da infiltracdo, ou epitelizacdo total da lesdo apds a bidpsia e antes de iniciar o
tratamento.

O tempo de epitelizacdo e cicatrizacdo foi calculado entre a data de inicio do
tratamento e a data de observacdo da ocorréncia de epitelizacdo e cicatrizacdo total da lesdo
durante o periodo de acompanhamento. A avaliacdo final dos casos se deu na consulta em que
foi constatada a cicatrizacdo total das lesdes. Os pacientes que abandonaram o seguimento
apos o fim do tratamento foram censurados.

Foram avaliadas as frequéncias das variaveis categoricas e as medidas de tendéncia
central (mediana, minimo e maximo) das variaveis continuas. A associa¢do do diagnostico
(LC ou esporotricose) com as caracteristicas clinicas foi analisada utilizando o teste de qui-
guadrado de Pearson para as variaveis categoricas. Para as varidveis continuas (consideradas
ndo-normais pelo teste de Kolmogorov-Smirnov) foi empregado o teste de Mann-Whitney.

Uma analise exploratoria de sobrevivéncia do tempo de epitelizacdo e cicatrizagao
total das lesdes foi realizada para cada doenca. Para o calculo do efeito de cada variavel foi
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realizado um modelo semiparamétrico de Cox simples para cada um dos desfechos o tempo
em dias para ocorréncia de epitelizacdo e cicatrizacdo. Um modelo multiplo de Cox foi
construido utilizando as varidveis significativas nos modelos simples para epitelizacdo e
cicatrizacao total de cada uma das enfermidades. Os testes foram considerados significativos
ao nivel de 5%. Os efeitos foram interpretados pelas razées de risco (Hazard Ratio — HR) com
seus respectivos intervalos de confianca (IC) de 95%. Foram realizados teste de
proporcionalidade de Cox. As anélises foram realizadas utilizando-se os programas package
survival do software livre R verséo 3.0 Core Team (2014) e Statistical Package for the Social
Sciences (SPPS) versdo 16 (SPSS, Inc.,Chicago, IL, USA).

Resultados

Foram incluidos 25 casos de LC e 64 casos de esporotricose. Dentre o0s casos de LC 3
apresentaram linfagite e 1 apresentou linfangite centripeta com gomas ao longo do trajeto
linfatico. Dentre os casos de esporotricose, 43 pacientes (67%) apresentavam a forma
linfocutanea e 21 (33%) apresentavam a forma fixa. Em 32 casos de esporotricose houve
relato de contanto com gato. A area provavel de infeccdo em 12 casos de LC foi o estado do
Rio de Janeiro, e nos outros 13 casos de LC a infeccdo ocorreu provavelmente em outros
diferentes estados do Brasil (Acre, Bahia, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Minas Gerais,
Ceara, Pernambuco). A area provavel de infeccdo de todos os casos de esporotricose foi 0
estado do Rio de Janeiro. Os municipios Rio de Janeiro e Duque de Caxias se destacaram,
concentrando 61% dos casos de esporotricose estudados. A distribuigdo dos casos segundo a
doenca e conforme as variaveis analisadas demonstra semelhancas e diferencas significativas
(tabela 1).
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Tabela 1: Comparagdo dos dados clinicos, demograficos e laboratoriais coletados, entre os casos de

lesihmaniose cutanea e esporotricose atendidos entre 2013 e 2016, no LapClinVigileish , Rio de

Janeiro, Brazil.

Leishmaniose cutanea

Esporotricose

Variaveis (N = 25) (N = 64) p valor
n (%) n (%)
Sexo Feminino 4 (16,0) 43 (67,2)
<0,001
Masculino 21 (84,0) 21 (32,8)
Infeccdo secundéria Sim 10 (4,.0) 6(9,4)
0,002
Né&o 15 (60,0) 58 (90,6)
Ardéncia [n (%)] Sim 10 (40,0) 28 (43,8)
0,815
N4o 15 (60,0) 36 (56,2)
Dor Sim 11 (44,0 36 (56,2)
0,349
N4o 14 (56,0) 28 (43,8)
Prurido Sim 11 (44,0 36 (56,2)
0,349
N4o 14 (56,0) 28 (43,8)
Secrecéo Sim 15 (60,0) 51 (79,7)
0,066
N4o 10 (40,0) 13 (20,3)
Localizacio MMSSt 7 (28,0) 33 (51,6)
MMI12 13 (52,0) 12 (18,8) 0,009
Outros 5(20,0) 19 (29,7)
Ndmero de lesbes Uma 15 (60,0) 21(32,8)
0,030
Duas ou mais 10 (40,0) 43 (67,2)
Tipo de ccatriz* Atréfica 20 (95,2) 28 (46,7)
<0,001
Outras 1(48) 32 (53,3)
Visualizagdo do agente na
. . . 14 (56,0) 48 (75,0)
Histopatologia Sim 0,122
N&o 11 (44,0) 16 (25,0)
Comorbidade Sim 5 (20,0) 16 (25,0) 0,783
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mediana [Min., Max.]

mediana [Min., Max.]

Evolucao pré-tratamento (dias) 60 [15, 330] 45 [15, 360] 0,002
Idade (anos) 3119, 7] 24 [6, 80] 0,248
Area da lesio (mm2) 942 [94, 10387] 709 [110, 2765] 0,125
Maior Diametro da lesdo (mm) 36 [12,119] 35[14, 80] 0,534
Maior Didmetro da &rea ulcerada (mm) 238, 98] 223, 62] 0,188
Tempo de epitelizacdo (dias) 5119, 124] 4110, 119] 0,635
Tempo de cicatrizacao (dias) 156 [26, 301] 133 [40, 280] 0,602

1 MMSS — membros superiores; 2 MMII — membros inferiores; @ Melhora no intervalo decorrido entre
o dia da bidpsia e o primeiro dia de tratamento. Em 8 pacientes com esporotricose o inicio do
tratamento ocorreu no primeiro dia de atendimento, ndo sendo possivel avaliar a melhora antes do
tratamento. 4 Em 4 pacientes com LC e 4 com esporotricose ndo foi possivel a analise devido ao

abandono de seguimento. Negrito — p -valor < 0,05. Min., Méx — minimo e maximo.

Durante a fase de investigacdo foram observados 24 casos de esporotricose com
melhora clinica antes do inicio do tratamento (no periodo decorrido entre o dia da bidpsia e o
primeiro dia de tratamento), sendo que 6 destes casos apresentavam a leséo ja epitelizada no
dia do inicio do tratamento. No entanto, nenhum dos casos de leishmaniose apresentou
melhora clinica da leséo antes do tratamento.

A maioria dos pacientes com LC (95,2%) apresentou cicatriz atréfica apds cura da
lesdo. Ja os pacientes com esporotricose apresentaram um padrdo de cicatrizes diferenciado.

Dos 60 avaliados na cicatrizacdo das lesGes de esporotricose, 46,7% apresentaram cicatriz

atrofica, 21,7% cicatriz linear, 18,3% cicatriz hipertrofica, 13,3% em “pingo de vela” (figura
1).

Figural: Cicatriz de lesdes de esporotricose: A — aspecto pino de vela; B — aspecto linear; C — aspecto
hipertrdfico; D — aspecto atréfico. Fonte: Lyra M.
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Embora a frequencia de infec¢do secundéria tenha sido estatisticamente significante, a
presenca de sinais e sintomas relacionados a infecgcdo secundaria ndo foi significativa entre
ambas as doencas. No entanto, a presenca de secrecdo nas lesdes de esporotricose era
expressivamente maior. Assim, uma analise excluindo os 16 casos (10 casos de LC e 06 casos
de esporotricose) com infeccdo secundaria demonstrou que as lesbes de esporotricose
apresentam significativamente mais secrecdo que as lesdes de LC quando a infeccdo

secundaria esta ausente (tabela 2).

Tabela 2: Anélise de comparacdo dos sinais e sintomas relatados na leséo,
excluidos os casos com infeccdo secundéria, entre os casos de lesihmaniose
cuténea e esporotricose atendidos entre outobro de 2013 e fevereiro de 2016 no
LapClinVigileish , Rio de Janeiro, Brazil.

Leishmaniose cutdnea Esporotricose

(N=15) (N =58) p valor
Variaveis N (%) n (%)
o Sim 3(20,0) 27 (43,8)
Ardéncia 0,081
Néo 12 (80,0) 31 (53,4)
Sim 8 (53,3) 34 (58,6)
Dor 0,774
N&o 7 (46,7) 24 (41,4)
] Sim 5(33,3) 31 (53,4)
Prurido 0,247
Né&o 10 (66,7) 27 (46,6)
Sim 8 (53,3) 47 (81,0)
Secrecao 0,042
N&o 7 (46,7) 11 (19,0)

Negrito — p -valor significativo < 0,05

Oito pacientes, 4 com LC e 4 com esporotricose, abandonaram o seguimento.
Entretanto, estes pacientes foram resgatados ap6s um ano do tratamento, quando foi
constatada a cicatrizagéo total de suas lesdes.

De acordo com os modelos de Cox simples, na LC as lesdes em membros inferiores e
maiores de 30 mm demoraram significativamente mais tempo para epitelizar; lesbes com
visualizacdo de amastigotas no exame histopatdgico e maiores de 30 mm levaram mais tempo
para cicatrizar; e as lesbes tratadas com antimoniato de meglumina por via intramuscular
cicatrizaram também mais rapido. O modelo mdltiplo de Cox demonstrou que com 0 ajuste
das variaveis significativas no modelo simples, na LC apenas a localizac¢do da lesdo continuou
influenciando o tempo de epitelizacdo, e o didmetro da lesdo e o tratamento utilizado

mantiveram-se influenciando a cicatrizagéo total das lesdes (tabela 3).
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Nos casos de esporotricose, pacientes com menos de 18 anos apresentaram
epitelizagdo das lesdes significativamente mais rapida, e as lesdes com visualizacdo de fungos
no exame histopatogico levaram mais tempo para ocorréncia da epitelizacdo. Homens
apresentaram lesGes com cicatrizacdo mais rapida que as mulheres, e lesdes com mais de 60
dias de evolucdo demoraram mais para apresentar cicatrizacdo. No modelo maltiplo de Cox a
variavel sexo foi incluida para cicatrizacdo como variavel de estratificacdo para corre¢do do
problema de proporcionalidade, ndo sendo possivel avaliar o seu efeito. As demais variaveis
significativas no modelo simples mantiveram-se significativas no modelo multiplo. Além
disso, a variavel visualizacdo de fungos no exame histopatoldgico, quando ajustado pelas
outras variaveis, influencia também o tempo de cicatrizacdo total das lesGes de esporotricose
(tabela 4).
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Tabela 3: Modelos de Cox simples e multiplo das varidveis estudadas considerando o tempo de epitelizagdo e tempo de cicatrizagdo, nos casos de lesihmaniose cutanea

atendidos entre Outubro de 2013 e Fevereiro de 2016, no LapClinVigileish, Rio de Janeiro, Brazil.

Leishmaniose cutanea

Varidveis Epitelizagéo Cicatrizagdo
HR? bruto IC? HR ajustado IC HR bruto IC HR ajustado IC

Sexo masculino 1,97 [0,58 — 6,74] - - 1,35 [0,44 — 4,09] - -

Idade < 18 anos 0,66 [0,22 - 1,98] - - 1,22 [0,40 — 3,70] - -
Lesdo em MMII3 0,10 [0,03-0,39] 0,09 [0,02 - 0,44] 1,83 [0,71-4,71] 3,56 [0,99 — 12,84]
Ter duas ou mais lesGes 1,50 [0,63 — 3,54] - - 2,35 [0,91 - 6,05] - -
Evolucédo da Leséo > 60 dias 0,53 [0,22 - 1,30] - - 1,02 [0,42 —2,48] - -
Vizualicdo de amastigotas/

fungo na histopatologia 0,78 [0,34-1,79] 0,51 [0,21 —1,27] 0,36 [0,14 - 0,92] 0,49 [0,19 -1,31]
Diametro da lesdo > 30 mm 0,40 [0,17 —0,98] 0,89 [0,31 -2,61] 0,33 [0,12-0,92] 0,13 [0,03 - 0,55]
Ter comorbidade 1,61 [0,59 — 4,43] - - 0,50 [0,14 - 1,79] - -
Tratamento AM — IM* 0,40 [0,16 - 1,02] 0,90 [0,32 -2,57] 331 [1,13-9,69] 3,30 [1,08 -10,10]

1HR — hazard ratio; 2IC — Intervalo de confianca; 3 MMII — membros inferiores; * AM — IM — antimoniato de meglumina por via intramuscalar; Negrito — HR significativo.



Tabela 4: Modelos de Cox simples emdltiplo das variaveis estudadas considerando o tempo de epitelizacdo e tempo de cicatrizagdo, nos casos de esporotricose atendidos entre
Outubro de 2013 e Fevereiro de 2016, no LapClinVigileish, Rio de Janeiro, Brazil.

Esporotricose

Variaveis Epitelizacdo Cicatrizagdo

HR! bruto IC? HR ajustado IC HR bruto IC HR ajustado IC
Sexo masculino 1,10 [0,64 - 1.89] 1,38 [0,78 — 2,44] 1,91* [1,10 - 3,33] - -
Idade < 18 anos 1,84 [1,10 - 3.08] 1,77 [1,05 - 3,00] 1,41 [0,82 —2,42] 1,30 [0,72 - 2,34]
Lesdo em MMII3 0,72 [0,38 - 1.36] - - 1,15 [0,58 — 2,30] - -
Ter duas ou mais lesbes 0,87 [0,51 - 1.48] - - 1,31 [0,74 —2,35] - -
Evolucéo da Lesdo > 60 dias 1,69 [0,95 - 3.00] 1,35 [0,73 —2,50] 0,52 [0,27 - 1,00] 0,35 [0,18 - 0,71]
Vizualicdo de amastigotas/
fungo na histopatologia 0,44 [0,24 - 0.83] 0,45 [0,23 -0,87] 0,63 [0,35-1,14] 0,34 [0,17 - 0,71]
Diametro da lesdo > 30 mm 0,71 [0,42 - 1.20] - - 0,65 [0,37 - 1,12] - -
Ter comorbidade 1,11 [0,62 - 1.97] - - 0,93 [0,52 -1,72] - -
Outros tipos de cicatriz* 0,84 [0,50 — 1.41] - - 1,17 [0,69 — 1,99] - -

1HR — hazard ratio; 2IC — Intervalo de confianca; 3 MMII — membros inferiores; # Tipos de cicatriz: linear, pingo de vela e hipertréfica. Negrito — HR significativo.

*apresentou problemas de proporcionalidadedade
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Discussao

Nesse estudo observamos que 0 sexo, ocorréncia de infeccdo secundaria, localizacéo,
tempo de evolucdo e nimero das lesdes, tipo de cicatriz foram estatisticamente diferentes
entre os pacientes com LC e esporotricose. Além disso, a localizacdo influenciou o tempo de
epitelizacdo das lesbes de LC e o tratamento e o tamanho das lesdes influenciaram a
cicatrizacdo das lesdes de LC. Na esporotricose, a idade e a visualizagdo de fungo na
histopatologia influenciaram a epitelizacdo das lesGes, e o tempo de evolucdo das lesdes e a
visualizacdo de fungos influenciaram a cicatrizacdo das lesGes. Observamos que a LC
acometeu mais homens, enquanto a esporotricose acometeu mais mulheres, assim como
relatado em outros estudos (BARROS et al, 2011b; ALMEIDA-PAES et al, 2014; VITA et al,
2016). A proporcao das formas clinicas da esporotricose cutanea apresentada nesse estudo é
aproximadamente a mesma observada por BARROS et al (2011b).

Observamos 2,6 vezes mais casos confirmados como esporotricose do que LC
encaminhados ao servicgo de referéncia para LC no periodo estudado, refletindo a dificuldade
de diagndstico diferencial entre as duas doencgas, devido as semelhancas clinicas apresentadas
entre ambas, como relatado em estudo anterior (BARROS et al 2005).

SALGADO et al, (2016) relataram que as lesdes de LC s&o mais propensas a infec¢éo
secundaria pois o ambiente gerado pela presenca da Leishmania poderia propiciar o
desenvolvimento de algumas bactérias comensais e dificultar o desenvolvimento de outras
menos adaptadas. Nesse estudo observamos uma maior ocorréncia de infeccdo secundaria nas
lesGes de LC do que nas lesdes de esporotricose.

A ocorréncia de infeccdo secundaria também € tradicionalmente relacionada com
sinais e sintomas como dor e presenca de secrecdo. Entretanto, a analise dos casos sem
infeccdo secundaria demonstrou que as lesGes de esporotricose usualmente sdo supurativas,
enquanto que as lesbes de leishmaniose ndo sdo. Dentre as caracteristicas ja descritas na
literatura que auxiliam adiferenciar a LC da esporotricose na andlise histopatoldgica esta a
associacdo da presenga de granuloma supurativo com lesdes de esporotricose (QUINTELLA
etal, 2012).

A maioria dos casos de LC apresentou leséo unica, sendo a localizagdo mais comum
em membros inferiores. Isto reflete as caracteristicas da transmissdo da doenca, com
desenvolvimento de lesdo no local da picada do inseto vetor com maior frequéncia em areas
do corpo descobertas, principalmente membros inferiores (BRASIL, 2013). A maioria dos

casos de esporotricose apresentou duas ou mais lesdes, 0 que esta relacionado a maior



90

frequéncia da forma linfocuténea da doenca ou mdltiplas inoculagdes do fungo pelo felino
domeéstico infectado. As leses de esporotricose foram mais comuns em membros superiores,
0 que se relaciona com a principal forma de transmissdo da doenca na epidemia do RJ, através
do manuseio de gatos infectados (BARROS et al, 2011).

Na populagéo estudada, o tempo de evolugéo das lesdes de LC foi significativamente
maior do que nas lesdes de esporotricose. Tradicionalmente, as lesdes de LC s&o descritas
como indolores (PESSOA; BARRETO, 1948), enquanto que as lesdes de esporotricose sdo
geralmente referidas como dolorosas pelos pacientes (GUTIERREZ-GALHARDO et al,
2015). Inicialmente, poderiamos inferir que a presenca de dor nas lesdes levaria 0s pacientes
com esporotricose a procurarem mais rapidamente atendimento médico. Entretanto, nossos
achados nao evidenciam diferencas significativas quanto a presenca de dor entre os pacientes
com esporotricose e LC.

A melhora clinica das lesdes de esporotricose pode estar relacionada ao
desenvolvimento de um processo inflamatorio estimulado ou exarcerbado pela realizacdo do
procedimento de bidpsia na lesdo, visto que a melhora foi observada somente apds a
realizacdo da mesma. Algumas doencas dermatoldgicas, como o granuloma anular,
apresentam esse fendmeno de regressdo da doenca apos realizacdo de bidpsia (PIETTE;
ROSENBACH, 2016). LAUERMANN et al (2012) relataram um caso de esporotricose
imitando um ceratoacantoma e apresentando esse mesmo fendmeno. Outra explicacdo para a
ocorréncia da melhora clinica nas lesbes seria um processo de cura espontanea das lesdes
(ALMEIDA et al, 2009).

As lesBes de esporotricose apresentam tipos de cicatriz especificos que ndo foram
observados na LC. Algumas lesbes de esporotricose apresentaram formagéo de cicatriz linear
independente da forma das lesdes ou das linhas de tensdo da pele, outras desenvolveram
cicatriz em forma de “pingo de vela”, isto e, cicatriz atrofica com areas de hipertrofia que
lembram este aspecto. LYRA et al (2015) descrevem esses padrdes diferenciados das
cicatrizes na esporotricose e sugerem a utilizacdo deles como auxilio na diferenciacéo clinica,
principalmente em casos em que houver simultaneamente lesfes cicatriciais e ativas. N0sso
estudo confirma que estas caracteristicas auxiliam na diferenga entre LC e esporotricose.

Segundo OLIVEIRA-NETO et. al. (1997), nas lesdes de LC o tempo de cicatrizacdo
depende principalmente do tamanho e do local das lesdes, e lesdes em membros inferiores sao
maiores e demoram mais para curar. Observamos que as lesdes de leishmaniose em membros
inferiores também levaram mais tempo para epitelizar. O tamanho das lesdes ajustado pela

localizagdo ndo influenciou o tempo de epitelizacéo, pois na populacdo estudada as maiores
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lesOes estavam localizadas em membros inferiores. As maiores lesdes levaram mais tempo
para obtencédo de cicatrizagéo total, no entanto a localizagdo néo teve influéncia sozinha ou
ajustada por outras variaveis.

As lesdes tratadas com antimoniato de meglumina por via intramuscular cicatrizaram
mais rapido que as lesbes tratadas com antimoniato de meglumina por via intralesional. A
dose de antimoniato de meglumina acumulada no tratamento por via intramuscular é muito
superior a dose administrada por via intralesional (SCHUBACH et al, 2005z;
VASCONCELLOS et al, 2012), o que poderia explicar os resultados encontrados.

As lesdes de esporotricose dos pacientes com menos de 18 anos epitelizaram mais
rapido. BARROS et al (2008) observaram 81 criangas com esporotricose com boa resposta ao
tratamento em 66 delas e cura espontanea em 6 pacientes.

Os casos em que o fungo foi vizualizado no exame histopatoldgico levaram mais
tempo para epitelizar e cicatrizar. QUINTELLA et. al. (2011) ndo obsevaram relagéo entre
duracdo média da lesdo (tempo necessario para epitelizar/cicatrizar) e 0s casos com e sem
visualizacdo fangica; no entanto, a sensibilidade desta visualizacdo no exame histopatologico
relatada pelos autores foi menor que a encontrada em nosso estudo. A visualizacdo dos fungos
esta relacionada com maior concentragdo do agente na lesdo. FREITAS et al (2012) em uma
serie de casos de esporotricose em pacientes infectados pelo virus do HIV visualizou o fungo
na histopatologia em 91% dos 11 casos em que o exame foi realizado; a imunossupresséo
induzida pelo virus do HIV levaria a uma carga fangica elevada. Em pacientes
imunocompetentes com esporotricose, por outro lado, foram visualizados fungos no exame
histopatologico em 38% dos casos da forma linfocutanea e 44% da forma fixa (MORGADO
et al., 2016).

O tempo de evolucdo das lesdes antes do tratamento ndo apresentou influéncia no
tempo necessario para epitelizacdo e cicatrizacdo das lesdes de leishmaniose. Entretanto,
ANTONIO et al, (2014) demosntraram que as lesdes de LC com menor tempo de evolugéo
apresentam maior chance de falhar ao tratamento. J& os casos de esporotricose com mais de
60 dias de evolucdo demoraram mais tempo para cicatrizar. Uma explicagdo pode estar
relacionada com a producdo de niveis elevados de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
oxido nitrico liberados apds a disseminacdo da levedura nos tecidos, que levam a sintese de
moléculas supressoras da resposta de células T, como interleucina 10 (IL-10), a proteina
transmembrana Fas-ligante (Fas-L) e o antigeno 4 de linfécitos T citotoxicos (CTLA-4)
(FERNANDES et al, 2008). A producdo de TNF-a ¢é drasticamente diminuida quatro a seis

semanas apos a infeccdo experimental, permitindo ao fungo reproduzir e infectar tecidos do
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hospedeiro. Ap6s dois meses da infeccdo, uma situacdo oposta acontece, quando os niveis de
IL-1 e TNF-o aumentam, favorecendo a eliminagéo do fungo (CARLOS et al, 1994).
Possiveis limitacGes do estudo séo a auséncia de utilizacdo de uma escala de dor na
avaliacdo dos pacientes e 0 tamanho reduzido dessa coorte, em especial dos casos de LC.
Enquanto o tempo de epitelizagéo e de cicatrizagdo total das lesbes de LC foram
influenciados pelo tamanho e localizagdo da leséo e/ou forma de tratamento utilizada, o tempo
de epitelizacdo e de cicatrizacdo total das lesGes de esporotricose foram influenciados pelo
sexo, idade, tempo de evolucdo da lesdo e/ou vizualizagdo do fungo no exame
histopatoldgico. Observamos que o sexo, a ocorréncia de infeccdo secundaria, a localizagdo e
0 numero de lesdes, a melhora antes do tratamento, o tipo de cicatriz e o tempo de evolugédo
pré-tratamento foram significativamente diferentes entre as doencas. Entretanto, devemos
destacar a melhora clinica antes do tratamento e o padrdo de cicatriz linear e pingo de vela
que foram observados exclusivamente nos casos de esporotricose. As diferencas clinicas
observadas podem auxiliar no diagndstico diferencial das lesGes cutaneas ulceradas dessas

doencas, especialmente em areas onde ocorra a superposicao geografica de ambas.
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8 CONCLUSOES

A presenca de bactérias nas lesdes cutadneas de LC e esporotricose ndo

influenciou o tempo necessario para epitelizagdo e cicatrizacdo das lesdes.

A bactéria mais frequentemente encontrada nas lesGes de LC e esporotricose foi
Staphylococcus aureus. Dois casos de Candida sp. foram isolados em lesdes de

LC, e nenhum outro fungo foi isolado em lesdes de esporotricose.

A presenca de ardéncia e secrecdo na lesdo de LC aumentou o tempo necessario

para epitelizacao da lesdo.

O meio de cultura NNN + Schneider pode servir como mais uma ferramenta

para o diagndstico da esporotricose.

Temos evidéncias clinicas de que as lesdes de LC infectadas levam mais tempo
pra epitelizar (cura imediata). Este fato sugere que a antissepsia da leséo e o
uso de antibioticoterapia, recomendados por recentes estudos no manejo de

feridas cronicas, pode ser benéfico.

Nossos dados ndo sugerem a indicacdo generalizada para o0 uso de
antibioticoterapia associada ao tratamento especifico das lesGes de
esporotricose

A melhora clinica antes do tratamento e o padréo de cicatriz linear e pingo de

vela ocorreram em pacientes com esporotricose, mas ndo naqueles com LC.

O processo de epitelizacdo e cicatrizagdo das leses de LC e esporotricose sao
influenciados por fatores diferentes. Na LC a localizagéo da lesdo influenciou

0 tempo de epitelizacdo, e o diametro da lesdo e o tratamento utilizado
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influenciaram a cicatrizacdo total das lesfes. Nos casos de esporotricose, a
idade e a visualizagdo de fungos no exame histopatdgico influenciaram no
tempo de epitelizacdo da doenca, e o tempo de evolucdo da doenca e a
visualizacdo de fungos no exame histopatogico ajustados por sexo

influenciaram no tempo de cicatrizagéo total .

As diferencgas clinicas observadas (sexo, ocorréncia de infeccdo secundaria,
localizaco, tipo de cicatriz, tempo de evolugdo e numero das lesdes) foram
significativamente diferentes entre LC e esporotricose e podem auxiliar no

diagnostico diferencial entre estas duas doencas.
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9 CONSIDERACOES FUTURAS

Estudos futuros devem ser realizados com uma coorte maior para o
desenvolvimento de uma regra de predi¢do clinica para lesdes cutaneas de leishmaniose e
esporotricose. Um modelo de predicdo clinica podera auxiliar os médicos na avaliacdo de
lesbes cutaneas para o diagndstico diferencial entre leishmaniose e esporotricose em

condicGes de caréncia de exames complementares para a confirmagéo do diagnostico.
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resolugdo da enfermidade e com o tempo necessario para alcangar tais desfechos. Trata-se de um estudo
de coorte prospectivo. Serao elegiveis para o estudo todos os pacientes com leishmaniose cutanea e com
esporotricose, com lesdes ulceradas, atendidos no Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fundagédo Oswaldo Cruz. Por ocasisio dos procedimentos para
investigagéo diagnéstica, as ulceras cutaneas ser&o biopsiadas para coleta de fragmentos para exame
bacteriologico (bacterioscopia e cultura de bactérias aerdbicas e facultativas), para cultura para Leishmania
Spp e para cultura para fungos em meios apropriados. Seré verificada a resposta & terapéutica especifica a
partir do primeiro dia do tratamento, com a ocorréncia ou ndo de epitelizagéo e cicatrizagao da ulcera, com a
resolugéo da enfermidade, bem como o tempo (contado em dias) necessario para alcangar tais desfechos.
Os tempos para ocorréncia de epitelizagéo, cicatrizacao total e resolu¢éo da enfermidade serdo comparados
entre os pacientes com tratamento especifico semelhante que apresentem ou nédo bactérias e/ou fungos nas
tlceras por ocasido do diagnéstico. Serdo considerados ainda diferentes esquemas terapéuticos
empregados para a leishmaniose, localizag&o distinta das les6es e a espécie ou espécies de bactérias e/ou
fungos identificadas em lesGes ulceradas de leishmaniose e de esporotricose. Espera-se que os pacientes
que apresentem bactérias e/ou fungos nas suas lesdes especificas apresentem maior frequéncia de
insucesso terapéutico, bem como necessitem de um maior periodo de tempo para alcangar a epitelizagéo e
cicatrizag&o. Espera-se, ainda, que tal evolugdo possa ser diferenciada para cada espécie bacteriana ou
fingica identificada, para tratamentos diversos em ambas enfermidades e para diferentes localizacdes das
lesdes.

Objetivo da Pesquisa:

Comparar os pacientes com presenga ou auséncia de bactérias e/ou fungos nas lesdes ulceradas de
leishmaniose cutanea ou de esporotricose em relagéo a resposta terapéutica e as espécies de bactérias ou
fungos identificados. Objetivo Secundario: (1) Verificar a presenga de bactérias ou fungos nas lesdes
ulceradas de LC e de esporotricose; (2) Verificar a associagéo entre a presenga ou ndo de bactérias e/ou
fungos nas lesées ulceradas de LC ou de esporotricose com a ocorréncia ou néo de epitelizagéo e de
cicatrizagdo, com a resolugdo da enfermidade e com o tempo necessario para a sua ocorréncia; (3)
Descrever as espécies de bactérias e fungos mais frequentes nas lesées ulceradas de LC e de
esporotricose; (4) ldentificar a ocorréncia de contaminagéo por bactérias e/ou fungos nas culturas de
fragmento de lesdo cutdnea para Leishmania e para Sporothrix schenckii, correlacionando com as bactérias
e/ou fungos isolados diretamente das lesdes ulceradas de LC ou de esporotricose; (5) Verificar a possivel
associagéo entre as diferentes espécies de bactérias e/ou fungos isoladas com a ocorréncia ou nao de
epitelizacao, de
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cicatrizag@o e de resolugéo da enfermidade, bem como com o tempo necessario para a sua ocorréncia; (6)
Descrever o uso de antibioticoterapia e/ou terapia antifungica tépica e/ou sistémica nos 30 dias prévios a
realizagao da biépsia para a confirmagéo diagnostica; e, (7) Verificar a possivel associagéo entre o uso de
antibioticoterapia e/ou terapia antifiingica tépica e/ou sistémica nos 30 dias antecedendo a realizacdo da
biépsia com a ocorréncia ou néo de epitelizagéo, de cicatrizagdo e de resolugdo da enfermidade, bem como
com o tempo necessario para a sua ocorréncia.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Né&o havera risco adicional em relagéo ao estudo para os individuos, ja que a coleta de fragmentos de leso
cutanea para exame bacterioldgico, exame micol6gico e cultura para Leishmania da lesdo ulcerada s&o
procedimentos de rotina para o diagnéstico da enfermidade no Lab Vigileish. Os resultados do exame
bacteriol6gico e micol6gico néo interferirdo com a escolha da dose ou via de administragdo do medicamento
para os pacientes participantes do estudo. Beneficios: Ndo havera beneficios para os participantes do
estudo, entretanto o estudo podera contribuir para estabelecimento de protocolos de atendimento dos
futuros pacientes com lesdes ulceradas de lesihmaniose cutanea e esporotricose. Lembro que os riscos
associados a coleta de amostras biolégicas serao informados e consentidos pelo sujeito de pesquisa em
TCLE do projeto ¢Estudo para a sistematizagdo do atendimento de pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
Fiocruz.¢, aprovado por esse comité em 2002 (CAAE 0016.0.009.000), do qual todos os pacientes
acompanhados no ambulatério do LabVigiLeish (IPEC/FIOCRUZ) incluidos nessa pesquisa serdo
signatarios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo prospectivo (2013-2015) submetido a esse comité para julgamento ético ;A presenca de bactérias
e fungos em lesGes ulceradas de leishmaniose cutanea e de esporotricose e sua possivel influéncia na
resposta terapéutica¢, € apresentado como um subprojeto de outro, intitulado ¢ Estudo para a sistematizacéo
do atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA -
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz.;, de 2002, ja submetido e aprovado por esse comité
(CAAE 0016.0.009.000) e, mesmo por isso, apresenta o mesmo termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) do segundo para o consentimento da pesquisa hora proposta. Apesar do objetivo principal da
pesquisa, a saber, ;Comparar os pacientes com presenga ou auséncia de bactérias e/ou fungos nas lesoes
ulceradas de leishmaniose cutanea ou de esporotricose em relagéo  resposta terapéutica e as espécies de
bactérias ou fungos identificados.;,, ndo estar explicitamente listado naqueles do projeto de CAAE
0016.0.009.000, &
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possivel relaciona-lo ao objetivo ¢Descrever aspectos da LTA... tentando estabelecer padrées de
apresentacéo da doenga e seu modo de evolucéo...;, informado no TCLE. Ainda nesse TCLE, estéo
previstas autorizagbes especificas para: ¢ (1) utilizagdo de documentagéo fotografica ou filmagem de suas
lesGes para estudo; e, 2) para que parte do material coletado periodicamente para a realizagdo de exames
para acompanhamento da evolugédo da sua doenga, assim como os resultados destes exames de rotina e
do seu tratamento sejam utilizados neste estudo;, assim como da ¢ coleta de informacdes sobre a doenga;
exame medico geral e exame da pele com descricdo e documentagéo fotogréfica ou filmagem das lesdesy;
e, iretirada, com anestesia local, de um pequeno fragmento de "ingua", de pele ou de mucosa (lesadas ou
aparentemente sadias) para realizag&o de exames tanto para diagnostico (aspecto microscépico do tecido e
culturas para tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenga como fungos, bactérias e
leishmanias)...¢,; todas previstas na metodologia apresentada para o desenvolvimento do projeto atual. Por
todos esses motivos, parece razoavel que o atual projeto seja mesmo caracterizado como subprojeto
daquele de CAAE 0016.0.009.000. O estudo é de extrema relevancia e, por isso, uma vez que os
participantes dessa pesquisa, ou seus representantes legais, tenham consentido participagdo no atual
estudo por meio do TCLE hora apresentado, referente ao projeto de CAAE 0016.0.009.000, indicaremos a
aprovagéo imediata com a previsdo de produgéo de relatérios semestrais (parciais ou final), de acordo com
a Res. CNS no. 466/12-X.1.b.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Seré&o incluidos no estudo participantes signatarios do TCLE relativo ao projeto ¢Estudo para a
sistematizagdo do atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de
Referéncia em LTA - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz.;,, aprovado por esse comité em
2002 (CAAE 0016.0.009.000) e que tiverem com isso consentidas a ¢jdocumentacgéo fotografica,, e a
;coleta de fragmentos de lesdo cutaneay,.

Recomendagdes:

Nao se aplica.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Néao se aplica.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
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Anexo I1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido!
INSTITUIQAO: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO
CHAGAS - FIOCRUZ
COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH
ENDERECO: Awv. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900
TELEFONES (0xx21) 3865-9167 / 3865-9609 / FAX (0xx21) 3865-9541
NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZACAO DO
ATENDIMENTO DE PACIENTES A COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA NO CENTRO DE REFERENCIA EM LTA - INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ

NOME DO VOLUNTARIO:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca que atinge seres humanos e
animais, incluindo o céo, causada por parasitos chamados Leishmanias. A doenca é
transmitida pelo "mosquito palha”, que vive em regides de mata, plantacfes de banana, manga
etc. localizadas proximas as moradias humanas, onde costuma entrar para se alimentar de
sangue de pessoas e animais domeésticos. A LTA se apresenta como feridas na pele de dificil
cicatrizacdo. Algumas vezes, a LTA pode se tornar mais grave, envolvendo as mucosas de
revestimento interno do nariz e da garganta, mesmo varios anos apds a cicatrizacdo da ferida
na pele. Atualmente, ndo temos como saber qual paciente adoecera de novo e qual
permanecera curado definitivamente.

Outras doencas como infeccBes por bactérias, tuberculose, sifilis, esporotricose, outras
micoses, tumores etc. podem se manifestar de forma parecida com a leishmaniose e precisam
ser diferenciadas para que se possa iniciar o tratamento correto. Entretanto, com 0s exames
existentes atualmente, nem sempre se consegue ter certeza absoluta sobre qual a doenca em
questéo.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras maneiras a
LTA pode se manifestar? como se comportam os exames de laboratério antes, durante e apos
0 tratamento? quais pacientes, mesmo ap0s o tratamento, irdo reabrir suas cicatrizes ou irdo
desenvolver doenca dentro do nariz ou na garganta? que outras doencgas parecidas estdo sendo
confundidas com a LTA e quais exames devem ser utilizados para esclarecimento? qual o
papel dos seres humanos como reservatorios da doenga? quais as melhores formas de
tratamento? que medidas devem ser tomadas para controlar o problema?

Pelo presente documento, vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma investigacdo
clinica a ser realizada no INI-Fiocruz, com os seguintes objetivos:
v Descrever aspectos da LTA: manifestagdes clinicas e exames de laboratério, tentando
estabelecer padrbes de apresentacdo da doenca e seu modo de evolugdo, comparando com
outras doencas.

112 via: Prontuario Médico 2% via: Paciente
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v Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da LTA levando
em consideragdo o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de administracdo, custo e
auséncia de envolvimento das mucosas do nariz e da garganta.

v"Isolar, identificar e comparar as leishmanias causadoras da LTA provenientes de diversas
localidades.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o problema de sadde em estudo e sobre a
pesquisa que serd realizada, prestando informacdes, detalhando os procedimentos e exames,
beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé podera recusar-se a participar de uma
ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a qualquer momento, sem que este
fato Ihe venha causar qualquer constrangimento ou penalidade por parte da Institui¢do. O seu
atendimento médico ndo sera prejudicado caso vocé decida ndo participar ou caso decida sair
do estudo ja iniciado. Os seus médicos poderdo também interromper a sua participacdo a
qualquer momento, se julgarem conveniente para a sua salde.

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consiste em autorizar a realizacdo de uma série
de exames para o diagnostico da sua doenga, e que parte deste material, assim como 0s
resultados destes exames de rotina, sejam utilizados neste estudo. Também sera necessaria a
sua autorizacdo: 1) para a utilizacdo de documentacdo fotogréafica ou filmagem de suas lesdes
para estudo 2) para que parte do material coletado periodicamente para a realizacdo de
exames para acompanhamento da evolucdo da sua doenca, assim como os resultados destes
exames de rotina e do seu tratamento sejam utilizados neste estudo 3) para que parte das
amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como
finalidade a melhor compreensdo da doenca, o desenvolvimento e avaliacdo de novos
métodos diagnosticos; avaliagdo da resposta ao tratamento etc., desde que tal estudo seja
previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados lhe serdo gratuitos. Vocé receberd todos os
cuidados médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé terd algumas responsabilidades: seguir as instru¢fes do seu
médico; comparecer a unidade de salde nas datas marcadas; relatar a seu médico as reacfes
gue vocé apresentar durante o tratamento, tanto positivas quanto negativas.

Caso voceé necessite de atendimento médico, durante o periodo em que estiver participando
do estudo, procure o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - Fiocruz, mesmo
fora do seu agendamento. Em caso de necessidade ligue para a Dra Claudia Maria Valete
Rosalino, Dra. Maria Inés Pimentel, Dr. Marcelo Rosandiski Lyra, Dra. Mariza Salgueiro ou
Dr. Armando de Oliveira Schubach nos telefones acima. Caso vocé apresente qualquer
quadro clinico que necessite de internacdo, a equipe médica providenciard seu leito no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - Fiocruz.

Sua identidade serd mantida como informacdo confidencial. Os resultados do estudo
poderédo ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens poderdo ser divulgadas
desde que vocé ndo possa ser reconhecido. Entretanto, se necessario, 0S Seus registros
médicos estardo disponiveis para consulta para a equipe envolvida no estudo, para o Comité
de Etica em Pesquisa, para as Autoridades Sanitérias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de concordar em
participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o tratamento. O seu médico
devera oferecer todas as informacGes necessarias relacionadas a sua saude, aos seus direitos, e
a eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participacao neste estudo.

Procedimentos, exames e testes que serao utilizados:
Antes do tratamento havera coleta de informacGes sobre a doenca; exame médico geral e
exame da pele com descricdo e documentacdo fotogréafica ou filmagem das lesGes; exame
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interno do nariz e da garganta com um aparelho chamado fibra 6tica, que permite ver lesdes
pequenas ou em locais de dificil acesso, para descricdo e documentacdo fotografica ou
filmagem das lesbes (se necessario serd aplicado "spray" anestésico local). Retirada, com
anestesia local, de um pequeno fragmento de "ingua”, de pele ou de mucosa (lesadas ou
aparentemente sadias) para realizacdo de exames tanto para diagnostico (aspecto
microscopico do tecido e culturas para tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenca
como fungos, bactérias e leishmanias) quanto para pesquisa (identificacdo de células e outros
componentes da resposta inflamatoria, assim como novos métodos de identificacdo dos
possiveis agentes da doenca). Outros materiais tambem poderao ser coletados na tentativa de
isolamento do agente causador da doenca: aspiragdo com seringa e agulha do bordo da leséo e
de secrecdes em lesBes de pele fechadas.

Outros exames também serdo realizados para diagnosticar outras doencas possiveis de
serem confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da doenca e avaliar os efeitos dos
medicamentos a serem utilizados durante o seu tratamento: um a quatro testes cutaneos
(injecdo da décima parte de um mililitro de um reativo para determinada doenca na pele da
regido anterior do antebraco, a qual devera ser revista entre 2 a 3 dias apds a injecdo); exames
de sangue (quantidade equivalente a aproximadamente trés colheres de sopa), exame de saliva
(coletada com um tipo de cotonete), radiografia dos pulmdes e da face (se necessério
complementada por tomografia computadorizada); exames da audicdo e do equilibrio (se
necessarios); exames fonoaudioldgicos para testar motricidade oral, fala e degluticdo (se
necessarios); exame odontologico (se necessario); acompanhamento fonoaudiol6gico (se
necessario); avaliacdo nutricional e dietética (se necessario); e eletrocardiograma.

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento glucantime
por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma injecdo ao dia, geralmente, durante um
periodo de 30 dias continuos ou com intervalos de descanso. Excepcionalmente, para idosos,
pacientes com doencas graves ou que nao tolerem o tratamento normal, podera ser utilizada a
via intralesional (IL). O tempo do tratamento podera ser diminuido ou aumentado conforme a
necessidade. Outras op¢Oes de tratamento sdo a anfotericina B (IV) e a pentamidina (IM),
ambas injetdveis e necessitando medidas de acompanhamento parecidas com as do
glucantime.

Apo6s o inicio do tratamento, vocé deverd comparecer a aproximadamente trés consultas
dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesdes ndo cicatrizem totalmente, o tratamento podera ser
continuado pelo periodo de tempo necessario. Ao se atingir a cura clinica, vocé devera
retornar para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 e 12 meses apds o término do tratamento.
E, a partir de entdo, pelo menos uma vez por ano durante um prazo indefinido (no minimo 5
anos).

A cada retorno deverdo ser realizados avaliacdo médica e exames de sangue (na quantidade
aproximada de uma ou duas colheres de sopa) para avaliar os efeitos dos medicamentos
utilizados no seu tratamento e/ou para avaliar a evolucdo da doenca. Outros exames, cOmo 0
eletrocardiograma durante o tratamento, poderao ser realizados quando indicados.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da pungdo venosa e,
eventualmente, poderd haver a formacdo de uma area arroxeada no local, que voltara ao
normal dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, os testes na pele poderdo apresentar uma reagéo forte com inflamacéo do
local, formacdo de bolhas e, mais raramente, formacéo de ferida. Todo o processo costuma
regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.

Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da bidpsia (retirada de um
pequeno fragmento de pele para exame) poderdo causar alergia, geralmente limitada ao
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aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira na pele e que respondem bem a
medicamentos anti-alérgicos. Mais raramente podera haver uma reacdo mais severa com
dificuldade de respirar e necessidade de cuidados mais intensos, existentes no INI.

No local da bidpsia podera ocorrer inflamacdo e dor, acompanhados ou ndo de infeccao
por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de medicamentos para dor e
antibidticos.

O medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos indesejaveis, ndo
devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em idade reprodutiva deve ser
acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz como preservativo de latex
masculino ou feminino (“camisinha™), diafragma feminino ou anticoncepcional oral ("pilula™).
Quando o tratamento ndo puder ser adiado, a anfotericina B podera ser utilizada na gravidez.
Os exames com raios-x também ndo devem ser realizados em gravidas.

Formas de ressarcimento:
Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecida alimentacédo
conforme rotina do Servigo de Nutri¢do e Servico social do INI para pacientes externos.

Beneficios esperados:

Espera-se que, ao final do tratamento, vocé esteja curado da LTA, embora as consultas de
retorno por Varios anos apds o tratamento sejam necessarias para a confirmacgdo da cura. Os
resultados deste estudo poderdo ou ndo beneficid-lo diretamente, mas no futuro, poderédo
beneficiar outras pessoas, pois espera-se também que este estudo contribua para que o
diagnostico e acompanhamento do tratamento de pacientes com LTA possa ser feito de forma
mais eficaz e segura.

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnostico diferente de LTA, vocé sera
devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o seu caso.

Declaro que li e entendi todas as informacOes referentes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica, a qual estara a
disposi¢do para responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, voluntariamente,
em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunha?: Data
Nome testemunha?: Data

2 Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, deverd ser assinado pelo pai, mée ou responsével legal.
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