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RESUMO 

Pacientes com leishmaniose cutânea (LC) apresentam variada resposta à terapêutica 

com antimoniais pentavalentes, desde a cura clínica até a falha terapêutica e reativação 

da doença. Aspectos relacionados ao hospedeiro, aos parasitos, aos diferentes fármacos 

e aos diferentes esquemas terapêuticos podem influenciar nesse desfecho. No estado do 

Rio de Janeiro, tem sido relatada resposta terapêutica favorável a baixas doses de 

antimoniais (5mg Sb
v
/kg/dia). É possível que esse resultado esteja relacionado a 

características genéticas das subpopulações de Leishmania braziliensis que circulam 

nesse Estado.  Neste estudo investigou-se a variabilidade genética e a sensibilidade in 

vitro ao antimoniato de meglumina de amostras de L. braziliensis, comparando isolados 

obtidos de pacientes com LC respondedores ou não respondedores ao tratamento com 

5mg Sb
v
/Kg/dia. Foram estudadas amostras de pacientes diagnosticados no Laboratório 

de Vigilância em Leishmanioses (Vigileish) do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro 

Chagas - Fundação Oswaldo Cruz entre 1999 e 2011. Utilizamos uma amostra de 

conveniência compreendendo 54 isolados recuperados do banco de cepas do Vigileish, 

as quais foram distribuídas em quatro subgrupos obedecendo a critérios de inclusão: 

RRJ) Respondedores ao primeiro curso de tratamento, com infecção adquirida no estado 

do Rio de Janeiro; NRRJ) Não respondedores ao primeiro curso de tratamento, com 

infecção no estado do Rio de Janeiro; ROE) Respondedores ao tratamento, com infecção 

adquirida em outros estados brasileiros e NROE) Não respondedores, com infecção em 

outros estados brasileiros. A metodologia utilizada compreendeu inicialmente a 

caracterização das amostras pela técnica de isoenzimas e após, avaliação da 

sensibilidade ao antimoniato de meglumina por diluição limitante (DL50) utilizando 

formas promastigotas e análise da variabilidade genética por Low-Stringency Single-

Specific-Primer (LSSP-PCR). Dados clínicos e laboratoriais relacionados ao 

diagnóstico dos pacientes e aos resultados obtidos neste estudo foram analisados 

estatisticamente por cálculos em Excel e usando o programa GraphPadPrism 5.0. Os 

níveis da dose letal de 50% (DL50) das amostras variaram, respectivamente, de 1.9 a 6.0 

mg/mL e de 2.3 a 6.4 mg/mL para pacientes respondedores ao tratamento e para 

pacientes não respondedores, e os valores médios para cada grupo apresentaram 

diferença significativa (p=0,0007). A diferença se manteve quando os grupos foram 

analisados separadamente por local de origem. Entretanto, não foi possível associar tal 

resultado a padrões genéticos dos parasitos estudados após análise dos dendrogramas 

gerados pela técnica de LSSP-PCR. Os valores médios da Intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) foram significativamente maiores em pacientes respondedores (p= 

0,0301). É possível que, no grupo estudado, fatores relacionados ao hospedeiro sejam 

mais importantes para variação da resposta terapêutica que os fatores genéticos do 

parasito e que o resultado da IDRM possa ser um indicativo de resposta terapêutica na 

LC. 

 
Palavras-chave: 1.  antimoniato de meglumina 2. Leishmania braziliensis. 3.  Terapia 

4. LSSP-PCR  5. Teste intradérmico 
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ABSTRACT 

 

Patients with cutaneous leishmaniasis (CL) have varied response to the therapy with 

pentavalent antimonials, from clinical cure to therapeutic failure and reactivation of the 

disease. Aspects related to the host, to parasites, to different drugs and different 

therapeutic schemes can influence this outcome. In Rio de Janeiro State, good 

therapeutic response with low doses of antimonials (5 mg Sb
v
/kg/day) has been 

reported. It is possible that this result is related to genetic characteristics of Leishmania 

braziliensis subpopulations circulating in that State.  This study investigated the in vitro 

sensitivity of samples of L. braziliensis to meglumine antimoniate, as well as their 

genetic variability, comparing isolates obtained from CL responder patients or 

unresponders to treatment with 5 mg Sb
v
/kg/day. These patients were diagnosed at the 

Leishmaniasis Surveillance Laboratory (Vigileish) at the Instituto de Pesquisa Clínica 

Evandro Chagas – Fundação Oswaldo Cruz, between 1999 and 2011, and parasite 

strains obtained from samples of their skin lesions were studied. We used a convenience 

sample comprising 54 isolated retrieved from the Vigileish archived strains, which were 

distributed in four subgroups according to the following inclusion criteria: RRJ) 

Responders to the first course of treatment, with infection acquired in the State of Rio 

de Janeiro; NRRJ) Unresponders to the first course of treatment, with infection in the 

State of Rio de Janeiro; ROE) Responders to the treatment, with infection acquired in 

other Brazilian States and NROE) Unresponders, with  infection in other Brazilian 

States. The methodology comprised initially the characterization of the samples by 

isozymes technique and after, assessment of sensitivity to meglumine antimoniate by 

limiting dilution using promastigote forms and analysis of genetic variability by Low- 

Stringency- Single-Specific Primer (LSSP-PCR). Clinical and laboratory data related to 

diagnosis of patients and the results obtained in this study were statistically analyzed 

through Excel calculations and using the program Graph Pad Prism 5.0. The levels of  

the 50% lethal dose (LD50) of the samples varied from 1.9 to 6.0 mg/mL and from 2.3 to 

6.4 mg/mL for Responder patients and for Unresponder patients, respectively, and the 

results for each group presented significant difference (p = 0.0007). The difference 

persisted when the groups were analyzed separately according to the origin location. 

However, it was not possible to associate this result to the parasites genetic patterns 

after analysis of dendrograms generated by the LSSP-PCR technique. The average 

values of Montenegro Skin Test (MST) were significantly higher in Responder patients 

(P = 0.0301). It is possible that, in the studied groups, host-related factors are more 

important for variation of therapeutic response than the parasite genetic factors, and the 

result of MST can be an indication of the therapeutic response in CL. 

 

 

 

Keywords: 1.  Meglumine antimoniate  2. Leishmania braziliensis   3.Therapy  4. 
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1. Introdução 

1.1. Aspectos gerais 

 

As leishmanioses constituem um grupo de doenças zoonóticas causadas por 

diferentes espécies do gênero Leishmania. Clinicamente são classificadas em 

leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral e ocorrem em diferentes ambientes, 

sendo endêmicas em cerca de 88 países dos continentes americano, africano, asiático e 

europeu, sobretudo em regiões tropicais e subtropicais (WHO, 2010). A classificação 

atual do gênero Leishmania segue o modelo taxonômico proposto por Lainson & Shaw 

(1987), que agrupa o gênero Leishmania nos subgêneros Viannia e Leishmania. 

Até o momento, foram descritas 31 espécies de Leishmania infectando uma 

variedade de vetores e de mamíferos hospedeiros silvestres ou domésticos. Destas, 22 

espécies são patogênicas e estão associadas à doença humana (Ashford et al., 2000; 

Silveira et al., 2002). Nas Américas, a leishmaniose tegumentar é conhecida como 

leishmaniose tegumentar americana (LTA). Apresenta padrões clínicos variados, 

relacionados à multiplicidade de espécies do parasito.  No Brasil, são reconhecidas pelo 

menos sete espécies, das quais Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) 

guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis são as mais prevalentes, enquanto 

Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) 

shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi são espécies mais raras que ocorrem na 

região norte do país (Ministério da Saúde, 2010). Cada espécie apresenta 

particularidades concernentes às manifestações clínicas, à distribuição geográfica e aos 

ciclos de transmissão, com diferentes vetores e reservatórios, o que provoca padrões 

epidemiológicos de elevada complexidade (Siviero do Vale & Furtado, 2005). 

Os vetores de todas as formas das leishmanioses são dípteros da família 

Psychodidae, cujas fêmeas são hematófagas pertencentes aos gêneros Phlebotomus 

(Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo). No Brasil, são conhecidos popularmente 

como mosquito palha, birigui ou tatuquiras. São insetos de pequeno porte, com 

atividade crepuscular e pós-crepuscular, abrigando-se durante o dia em lugares úmidos, 

sombrios e bem protegidos dos ventos (Rath et al., 2003).  

Os hospedeiros vertebrados de espécies dermotrópicas, envolvidas com as 

manifestações tegumentares, são animais silvestres como roedores, gambá, tamanduá, 

tatu, canídeos, primatas e preguiça; e animais domésticos como cães, equídeos, além 

dos seres humanos.  
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As leishmânias são protozoários heteroxenos, que se reproduzem por divisão 

binária e apresentam em seu ciclo de vida duas formas evolutivas: a forma 

promastigota, flagelada e extracelular, encontrada no tubo digestivo do hospedeiro 

invertebrado; e a forma amastigota, intracelular e sem movimentos, que parasita as 

células do sistema fagocítico-mononuclear dos hospedeiros vertebrados. As 

promastigotas apresentam corpo alongado e flagelo livre, medindo entre 14 e 20 µm. As 

amastigotas têm corpo ovóide e flagelo interno, medindo entre 2,1 e 3,2 µm (Rath et al., 

2003). 

 

 

 

Figura 1- Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de: 

www.nature.com/.../v2/n11/fig_tab/nri933_F1.html 

 

Formas promastigotas são introduzidas no organismo do hospedeiro vertebrado 

pela picada do flebotomíneo, durante o seu repasto sanguíneo. No organismo do 

hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas são fagocitadas pelos macrófagos da 

pele, essa fagocitose é induzida por receptores do sistema complemento, chamada de  
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opsonização, que é um dos mecanismos de escape das leishmânias. No interior da célula 

hospedeira, o parasito se diferencia para a forma amastigota multiplicando-se dentro do 

vacúolo parasitóforo e inibindo a atividade microbicida do macrófago. Segundo 

Castellano, isso se dá por meio da expressão de moléculas como a LPG e a gp63, que 

impedem a fusão do fagossomo com o lisossomo e a liberação de enzimas líticas 

(Figura 1). Tanto as formas promastigotas quanto as amastigotas são sensíveis aos 

antimoniais, sendo que promastigotas precisam de doses mais elevadas do fármaco. As 

formas amastigotas são difíceis de manter in vitro, sendo para isso necessária a 

implementação da cultura de células, uma técnica cara e de difícil controle. Por esta 

razão, diferentes autores optam por testar fármacos nas formas promastigotas, que são 

fáceis de obter e manter em laboratório, por um método barato e de fácil manutenção 

(Moreira ES, et al., 1995). 

A adesão de Leishmania à membrana do macrófago é pré-requisito para sua 

fagocitose. Moléculas presentes na membrana desses parasitos, tais como glicoproteínas 

(gp) e glicolipídios são fundamentais neste processo, sendo a gp63 (gp63 ou PSP - 

“promastigote surface protease”) e o lipofosfoglicano (LPG) as principais moléculas 

ligantes (Handman & Goding 1985, Russell & Wilhelm, 1986). A pequena fração do 

inóculo infectante que consegue internalizar-se em macrófagos, a partir da ligação direta 

dessas moléculas com receptores de membrana das células, determina uma série de 

reações bioquímicas que podem levar à ativação ou à inibição das funções parasiticidas 

da célula hospedeira. A ativação caracteriza-se pela deflagração de processos oxidativos 

(sistema microbicida dependente de oxigênio) e produção de óxido nítrico (Georges et 

al., 1990). 

À medida que ocorre o processo de fagocitose, os lisossomas das células 

fundem-se aos vacúolos parasitóforos formados, resultando em uma modificação do seu 

microambiente, que induz à transformação da forma promastigota para amastigota, que 

se multiplica, rompendo a célula infectada para invadir novos macrófagos e dar 

continuidade à infecção. Na forma amastigota, o parasito torna-se mais resistente e 

desencadeia menor resposta oxidativa da célula hospedeira (Antoine et al., 1990). 

 A ampla diversidade genética dos parasitos do gênero Leishmania, sobretudo L. 

brazilensis, que constitui a espécie de maior prevalência no Brasil, é conhecida 

(Pacheco et al., 1990, Cupolillo et al., 2003, Ishikawa et al., 2002). Tal diversidade pode 

estar relacionada ao genoma nuclear desses organismos, que mostram uma plasticidade 

inter e intra-espécies em termos de número e tamanho dos cromossomos (cariótipo 
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molecular) e, também no genoma mitocondrial, que pode variar, principalmente no 

tamanho e organização dos maxicírculos. Acredita-se que os diferentes padrões 

epidemiológicos possam também ter influência nos níveis de variabilidade. Amostras de 

L. braziliensis isoladas da região amazônica demonstraram elevada heterogeneidade 

genética, fato que foi relacionado ao grande número de espécie de vetores e animais que 

atuam nos ciclos de transmissão nessa região, ao contrário do que ocorre na Costa 

Atlântica do Brasil, onde as amostras estudadas indicaram um baixo nível de 

heterogeneidade (Cupolillo et al., 2003). 

 Do mesmo modo, os padrões epidemiológicos da LTA variam de acordo com as 

características da região geográfica, das espécies de Leishmania circulantes e do 

envolvimento dos vetores de diversas espécies do gênero Lutzomyia e reservatórios, 

como roedores silvestres, canídeos e felídeos. A prevalência da infecção humana 

também varia em função de diferentes padrões, já que tradicionalmente, a LTA era 

classificada como uma zoonose que acometia acidentalmente o homem, quando este 

entrava em contato com a floresta primária. Entretanto, ao longo dos anos, esse padrão 

foi sendo modificado, devido à multiplicidade de fatores que envolvem a cadeia 

epidemiológica de transmissão (Lainson et al., 1987). 

Na LTA, as manifestações clínicas são de amplo espectro, fato que pode ser um 

reflexo da complexa interação entre a resposta imunológica do paciente e as 

características genéticas das espécies envolvidas na infecção (Ministério da Saúde, 

2010). Devido à complexidade clínica, alguns autores sugerem a classificação da LTA 

em grupos e subgrupos; considerando diferentes abordagens, Marzochi & Marzochi 

(1994) classificaram a doença tegumentar sob duas formas, leishmaniose cutânea (LC) e 

leishmaniose mucosa (LM), e respectivas apresentações clínicas. 

O estabelecimento da infecção primária e o curso da doença dependem de 

inúmeros fatores, entre eles a espécie associada e o estado imunológico do indivíduo 

infectado. Dependendo da resposta imune mediada pelas células T, os indivíduos podem 

variar de um estado assintomático a diferentes graus de susceptibilidade à infecção. A 

forma cutânea localizada se encontra no centro deste espectro, e é mantida por uma 

resposta imune predominante do tipo Th1, que confere resistência contra a infecção e 

favorece os resultados do tratamento com antimonial, esse tipo de infecção apresenta 

em geral teste de IDRM com grandes diâmetros, demonstrando que o paciente tem uma 

resposta imune ativada e pronta para atuar na infecção e células T diferenciadas. Nos 

pólos deste espectro estão a LM no pólo hiperérgico, que se caracteriza 
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imunologicamente pelo exagero das respostas celulares anti-Leishmania e pela escassez 

de parasitos, e a leishmaniose difusa no pólo anérgico, no qual a anergia celular está 

associada à acentuada proliferação dos parasitos e à disseminação da infecção (Silveira 

et al., 2008). 

Devido às características imunobiológicas e ao grande espectro de manifestações 

clínicas apresentadas pela LTA, o seu diagnóstico nem sempre é uma tarefa fácil.  

Quando baseado somente em aspectos clínicos, o diagnóstico tem baixa exatidão, já que 

outras infecções assemelham-se a lesões de LTA (Luz et al., 2009). Dessa forma o 

diagnóstico deve, sempre que possível, estar apoiado nos exames laboratoriais, aspectos 

clínicos e evidências epidemiológicas.  

A possibilidade da persistência parasitária após a cura clínica também é um 

fenômeno que tem sido estudado. Fatos como reativação espontânea das lesões, 

transmissão por transplante de órgãos, casos em pacientes imunodeprimidos (Da-Cruz 

et al., 1992) e encontro do parasito em lesões cicatrizadas por longos períodos 

(Schubach et al., 1998; Schubach et al., 2001) sugerem que  a cura da LTA possa vir a 

decorrer do equilíbrio entre os parasitos e o hospedeiro. Os fatores que levam a 

evoluções diferentes (cura espontânea, persistência da lesão, recidivas, desenvolvimento 

da forma mucosa) ainda são um grande desafio para os pesquisadores. 

 

1.2. Aspectos moleculares dos parasitos tripanosomatídeos 

 

Os tripanosomatídeos estão classificados na ordem Kinetoplastida (Protozoa: 

Kinetoplastida) que engloba um grupo de protozoários com uma estrutura celular 

peculiar, o cinetoplasto, formado por uma complexa rede deÁcido desoxirribonucléico 

(DNA), contido numa mitocôndria única do protozoário, denominada DNA do 

cinetoplasto (kDNA). Essa estrutura localiza-se anteriormente ao cinetossoma do 

flagelo, perpendicularmente ao eixo maior do organismo e caracteriza os organismos da 

ordem Kinetoplastida (Simpson, 1987; Wirth, 1990). 

Algumas espécies da família Trypanosomatidae são causadoras de doenças e, 

por essa razão, o conhecimento do genoma desses parasitos é importante em inúmeros 

aspectos. O kDNA é uma estrutura que possui cerca de 20% do DNA total da célula e 

está organizado em uma rede formada pela concatenação de milhares de molécula de 

DNA circulares que se assemelha a uma malha entrelaçada, sendo constituído por dois 
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tipos de moléculas circulares os maxicírculos e os minicírculos (Simpson & Berliner, 

1974; Morel et al., 1980).  

Os maxicírculos são minoritários, em torno de 5%, e contam com cerca de 20 a 

40 kilobases (kb) dependendo da espécie. São formados por sequências homogêneas e 

estão presentes em quantidade de 20 a 50 cópias por rede, codificando os genes 

mitocondriais estruturais (Simpson & Berliner 1974; De-La Cruz, 1984). São 

homólogos funcionais do DNA mitocondrial de outros eucariotas e codificam Ácidos 

ribonucléicos (RNAs) ribossomais, alguns RNAs guias e proteínas envolvidas nos 

processos mitocondriais de transdução de energia. Os minicírculos são moléculas 

menores que constituem aproximadamente 95% do kDNA e se encontram na rede com 

cinco a dez mil cópias, na maioria das espécies de tripanosomatídeos. São heterogêneos 

em sequências e variam em tamanho de 0.5 kb a 2.5 kb entre as diferentes espécies de 

tripanosomatídeos mas não são intraespecificamente constantes (Shapiro & Englund, 

1995).  

Os minicírculos não são replicados enquanto estiverem ligados à rede. O 

mecanismo de replicação envolve a ação de uma topoisomerase II, que libera os 

minicírculos da rede sob a forma de moléculas circulares covalentemente fechadas que 

se deslocam para a periferia da rede onde se replicam e são novamente reincorporados à 

rede, que dobra de tamanho e segrega durante a divisão celular (Ryan & Englund, 1988; 

Fergusson et al., 1992; Sholomai, 1994). A função genética principal do minicírculo é a 

codificação dos pequenos RNAs guia que governam a especificidade da edição de RNA 

(Shapiro & Englund, 1995).  

As regiões conservadas e variáveis nesses organismos variam em tamanho e em 

número de cópias e são encontradas nas moléculas de minicículos. A sequência 

nucleotídica da região conservada é compartilhada intraespecificamente entre todos os 

minicírculos do kDNA enquanto a da região variável não é (Simpson, 1987; Shapiro, 

1993; Morris et al., 2001). A região conservada está relacionada à replicação dos 

minicículos e possui um tamanho aproximado de 120 a 200 pares de bases (pb) e 

quando presentes em número maior do que um, apresentam disposição simétrica ao 

longo da molécula. Na região conservada há uma sequência dodecâmera 

(GGGGTTGGTGTA), também conhecida como Sequência Universal dos Minicírculos, 

presentes nos minicículos de kDNA de todos os tripanosomatídeos da ordem 

Kinetoplastida que representa a origem da replicação (Kidane et al., 1984; Ntambi & 

Englund, 1985; Ray, 1989; Morris et al.,2001).  



 

 

7 

 

 A região variável apresenta uma heterogeneidade cuja origem é ainda obscura. A 

função codificante para RNAs guia fornece uma explicação para a heterogeneidade de 

sequência intra e entre espécies. Esta heterogeneidade sugere uma taxa de evolução 

elevada e difere entre as regiões variáveis e conservadas (Rogers & Wirth, 1987). As 

diferenças de sequências em classes de minicírculos têm sido utilizadas como 

marcadores para distinguir diferentes espécies e cepas, onde são utilizados na 

epidemiologia e no diagnóstico (Pacheco et al., 1995). 

Nesse contexto, ferramentas moleculares para o conhecimento dessas regiões 

foram amplamente exploradas, sendo a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas 

variações utilizadas, permitindo desde a realização do diagnóstico etiológico até estudos 

de variabilidade genética. As análises podem ser feitas com base no tamanho do produto 

de amplificação, pelo perfil gerado por enzimas de restrição e também através do 

sequenciamento molecular desses produtos, cujas sequências podem ser comparadas 

com estudos prévios de outros parasitos, acessados publicamente. 

Os minicírculos do kDNA foram os primeiros alvos moleculares a serem 

estudados em parasitos do gênero Leishmania pela técnica de PCR (Rodgers et al., 

1990). Grupos de pesquisadores, analisando as regiões variáveis dessas moléculas, 

desenvolveram iniciadores, utilizados na PCR, que identificam as espécies responsáveis 

pelas leishmanioses tegumentares do Novo Mundo, ao nível dos subgêneros ou 

complexos. O fato de estar presente em múltiplas cópias e de ser composto por regiões 

conservadas e variáveis nos minicírculos fazem do kDNA moléculas alvo, excelentes 

para o diagnóstico da LTA (De Brujin; Barker, 1992; Lopez et al., 1993; Eresh et al., 

1994; Marcussi et al., 2008). 

 A técnica da reação em cadeia da polimerase com primer único em condições de 

baixa estringência (Low Stringency Single Specific Primer - LSSP-PCR), descrita por 

Pena e colaboradores em 1994, foi desenvolvida com a finalidade de detectar variação 

na sequência do DNA. A execução dessa metodologia, além de extremamente simples e 

rápida, é altamente sensível e informativa. Esta técnica é baseada nos mesmo princípios 

da PCR e consiste na reamplificação de um fragmento alvo de DNA (previamente 

amplificado) sob condições de baixa estringência, utilizando-se concentrações elevadas 

de DNA polimerase e apenas um dos iniciadores específicos para uma das extremidades 

do fragmento analisado. O produto da reação, ao ser analisado, produz um “fingerprint” 

do fragmento de DNA, o qual reflete a sequência da região analisada. Desta forma, a 

LSSP-PCR pode ser considerada como uma impressão digital do DNA, pois gera um 
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perfil de bandas típicas, focalizando o polimorfismo existente em um único segmento 

gênico (Pena et al., 1994). 

 O uso deste marcador molecular tendo como alvo o minicírculo de kDNA para 

discriminar diferentes variantes de parasitos diretamente de material clínico é uma 

ferramenta potencial para investigar assinaturas de kDNA das populações de parasitos. 

Como resultado, esta técnica produz perfis que refletem os polimorfismos de classes de 

minicírculos predominantes, e pode ser útil em estudos que visam discriminar genótipos 

de espécies de Leishmania (Ferreira et al., 2007; Baptista et al., 2009). 

 Vale ressaltar que a PCR, além de grande contribuição para o diagnóstico, 

também apóia investigações em outros campos, relacionados principalmente ao 

fenômeno da persistência parasitária e a disseminação hemática e linfática desses 

parasitos. Alguns estudos detectaram DNA de L. braziliensis em cicatrizes de lesões 

cutâneas de pacientes tratados e considerados clinicamente curados (Schubach et al., 

1998) e em amostras de sangue, também de pacientes clinicamente curados (Guevara et 

al., 1993, 1994; Martins et al., 2010). Do mesmo modo, evidência do parasito foi 

confirmada em pacientes sem clínica ou histórico prévio de infecção (De Oliveira 

Camera et al., 2006). Mais recentemente, Figueroa e colaboradores (2009) destacaram a 

eficiência da técnica demonstrando a presença de DNA de Leishmania no tecido 

mucoso aparentemente normal de pacientes com leishmaniose cutânea ativa. 

 

1.3. Terapêutica nas leishmanioses 

 

Apesar do uso medicinal de compostos de antimônio já serem utilizados para 

diversos fins desde a antiguidade, somente em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna 

observou que o tártaro emético era eficaz na terapêutica da LTA. Três anos mais tarde, 

na Itália, este medicamento também foi introduzido no tratamento da leishmaniose 

visceral.  

Devido aos efeitos tóxicos associados ao emprego do tártaro emético, como 

intolerância gastrintestinal e efeitos cardiotóxicos, os antimoniais trivalentes foram 

substituídos gradativamente por compostos pentavalentes, os quais vêm sendo 

empregados desde a década de 40 e constituem os medicamentos de primeira escolha 

atualmente para o tratamento das leishmanioses (Goodwin 1995; Herwaldt 1999; MS, 

2010; WHO, 2010). As bases bioquímicas para sua efetividade são ainda pouco 

definidas, mas acredita-se que a inibição da síntese de ATP possa estar envolvida nesse 
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processo (Blum et al., 2009). 

Além dos antimoniais, outros medicamentos são empregados no tratamento das 

leishmanioses, entre os quais se destacam a pentamidina, anfotericina B (desoxicolato e 

as formulações lipídicas), o miltefosine, a paromomicina e o alopurinol (Janvier et 

al.,2008; WHO, 2010). 

Na figura 2 apresentamos a descrição desses fármacos e seus mecanismos de 

ação e efeitos adversos.  
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Figura 2 – Principais medicamentos com ação leishmanicida, utilizados para o 

tratamento de diferentes formas das leishmanioses, segundo Friedrich, 2008.  

 

 

A terapêutica com os antimoniais pentavalentes pode variar no que se refere ao 

esquema terapêutico empregado, duração e a dose total necessária para obtenção da cura 

clínica. Embora os antimoniais sejam considerados medicamentos eficazes, podem 

ocorrer resposta insatisfatória ou ausência de resposta e recidiva. A ausência de resposta 

ao estibogluconato de sódio e ao antimoniato de meglumina, principalmente nas 

leishmanioses visceral e mucocutânea, tem sido reconhecida como um sério problema 

em algumas regiões (Yardley et al., 2006; Janvier et al., 2008; Loiseau et al., 2006). 

A Organização Mundial de Saúde preconiza que as doses de antimoniais não 

devam ultrapassar 20 mg Sb
v
/kg/dia, devido à sua elevada toxicidade. Mialgias, dores 

abdominais, alterações hepáticas e distúrbios cardiológicos são alguns dos efeitos 

adversos frequentemente associados ao uso destes medicamentos (Rath, 2003). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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Diversos esquemas terapêuticos têm sido utilizados para o tratamento das 

leishmanioses. As principais diferenças entre esses esquemas estão relacionadas ao uso 

do antimoniato de meglumina (cuja estrutura química é mostrada na figura 3) ou do 

estibogluconato de sódio, à administração contínua ou intermitente, à dose diária total, à 

duração do tratamento, aos critérios usados para a interrupção ou prolongamento do 

tratamento e às espécies de Leishmania envolvidas (Schubachet al., 2005). 

 

 

 

 

Figura 3 - Estrutura química do antimoniato de meglumina (Glucantime®). 

 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), algumas formas de 

leishmaniose necessitam de doses de antimonial mais elevadas ou de tratamento mais 

longos (Quadro1). 

No Brasil, independente da espécie ou quadro clínico, o antimoniato de 

meglumina é o medicamento de primeira opção para o tratamento das leishmanioses, 

seguindo recomendações do Ministério da Saúde (MS) (Ministério da Saúde, 2010).  

 

 

Quadro 1- Esquema terapêutico preconizado para as diversas formas clínicas de LTA 

segundo OMS e Ministério da Saúde. Fonte: Manual de Vigilância em LTA, 

Ministério da Saúde, Brasil, 2010. 

 

Entretanto, uma variabilidade de respostas ao tratamento é observada. A 

ocorrência de reativações e o desenvolvimento de lesões mucosas têm sido atribuídos, 

frequentemente, a cursos terapêuticos incompletos ou administrados de forma 
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inadequada. Entretanto, é possível que tal fenômeno também possa estar relacionado à 

variabilidade genética dos parasitos ou a fatores do hospedeiro (Weigle et al., 1985). 

Apesar da recomendação em vigor (Ministério da Saúde, 2010), diferentes 

cenários de tratamento são relatados em diferentes estados brasileiros como Rio de 

Janeiro (Oliveira-Neto et al., 1997), Bahia (Romero et al., 2001) e Amazonas (Teixeira 

et al., 2008). Estes esquemas têm como pressuposto teórico ou observacional que 

diferentes espécies, assim como subpopulações da mesma espécie de Leishmania 

possam apresentar susceptibilidade variável aos antimoniais pentavalentes. Por 

exemplo, na infecção por L. guyanensis, foi relatada falha terapêutica em torno de 

73,7% dos pacientes tratados, ao passo que no estado da Bahia, foi encontrada cerca de 

49,2% de falha terapêutica em pacientes infectados por L. braziliensis (Romero et al, 

2001). 

No Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC), no estado do Rio de 

Janeiro, há muitos anos utiliza-se o esquema terapêutico com 5mg Sb
v
/kg/dia, baseado 

na observação que pacientes submetidos a estas doses apresentam resposta terapêutica 

similar a pacientes submetidos às doses de 20mg Sb
v
/kg/dia. (Oliveira-Neto et al., 1996; 

Oliveira-Neto et al., 1997a; Oliveira-Neto et al., 1997b; Schubach et al., 2005). O 

esquema empregando baixas doses foi instituído visando diminuir os efeitos adversos 

observados. É admitido que o sucesso terapêutico com baixas doses de antimonial 

pentavelente, observado nos pacientes do estado do Rio de Janeiro, possa estar 

relacionado à características genéticas de L. braziliensis circulante nessa região e que, 

possivelmente esse resultado não seja observado em pacientes oriundos de outras 

regiões do Brasil. Atualmente, o grupo do Laboratório de Vigilância em Leishmanioses 

(VigiLeish) do IPEC  está conduzindo  um ensaio clínico, comparando diferentes doses 

e esquemas terapêuticos com o esquema padrão preconizado pelo Ministério da Saúde. 

 

1.4. Mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes 

 

O componente biologicamente ativo, a estrutura, a toxicidade seletiva e o 

mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes ainda não são bem conhecidos. A 

hipótese de que o antimônio pentavalente (Sb
v
) atue como uma pró-droga foi 

primeiramente formulada por Goodwin & Page em 1943. Posteriormente, outros autores 

também sugeriram que, para exercer a função leishmanicida, o antimonial deveria ser 
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convertido na forma trivalente (Sb
III

), mais tóxica tanto para a forma amastigota quanto 

para a forma promastigota do parasito (Mottram & Coombs, 1985; Roberts et al., 1995; 

Sereno & Lemesre, 1997; Sereno et al., 1998).  

Os antimoniais pentavalentes parecem atuar no mecanismo bioenergético das 

formas amastigotas de Leishmania, pela inibuição da glicólise e da beta-oxidação que 

ocorrem nas organelas denominadas glicossomas, esta inibição é acompanhada de 

redução na produção de ATP e GTP. Outro mecanismo aventado é o de ligação com 

sítios sulfidrílicos, deflagrando a morte destes protozoários (Berman et al., 1985). 

Alguns autores acreditam que a resposta favorável ao tratamento com 

antimoniais pentavalentes dependeria do pico sérico alcançado ou da manutenção de 

uma concentração sérica inibitória durante a maior parte do tempo (Chulay et al., 1988). 

A excreção rápida do antimônio pentavalente pela urina, resultando em níveis séricos 

considerados subterapêuticos em poucas horas, levou à interpretação errônea de que o 

risco de toxicidade cumulativa poderia ser baixo e que os esquemas terapêuticos 

intermitentes seriam farmacologicamente pouco eficazes (Rees et al., 1980; Oster et al., 

1985; Berman 1988). No entanto, Mortari (2001) e Miekeley e colaboradores (2002) 

demonstraram que, apesar de grande parte do antimoniato de meglumina e do antimônio 

pentavalente administrado ser rapidamente excretado, uma pequena quantidade 

permanece detectável no sangue, cabelos e unhas por períodos superiores a 6 meses. 

Traços de antimônio podem ser detectados no cabelo de pacientes tratados até um ano 

após o termino do tratamento. Provavelmente, o Sb
V 

é  biotransformado em Sb
III

, 

responsável pela toxicidade cumulativa e pelo efeito terapêutico durante os intervalos 

entre as séries de tratamento e após o término ou interrupção do tratamento por 

toxicidade (Dorea et al., 1987). 

Os antimoniais alteram importantes funções biológicas de Leishmania. Nas 

formas amastigotas, o estibogluconato de sódio provavelmente age pela alteração do 

metabolismo energético, da inibição da glicólise e da ß-oxidação de ácidos graxos 

(Berman et al., 1985; 1987). A ação leishmanicida da forma pentavalente in vivo está 

vinculada a respostas do hospedeiro, liberação de células T e citocinas enquanto sua 

atividade in vitro é limitada devido à ausência destas interações, que poderiam auxiliar 

na potencialização da ação do medicamento (Roberts & Rainey, 1993; Sereno & 

Lemesre, 1997). Já foi demonstrado que o antimônio trivalente pode induzir a apoptose 

de formas amastigotas, através da fragmentação do seu DNA e exposição de 

fosfatidilserina na parte externa da membrana plasmática (Sereno et al., 2001, 
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Sudhandiran & Shaha, 2003). Os antimoniais também parecem inibir topoisomerases de 

Leishmania (Lucumi et al., 1998), formar complexos com biomoléculas de ribose 

(Demichelli et al., 2002) e interferir com o processo de translocação de purinas pré-

formadas (Carter et al., 2000). 

A hipótese de resistência parasitária, como já é observada em outros agravos, 

também tem sido especulada nas leishmanioses, principalmente, relacionada aos 

antimoniais pentavalentes (Heiner & Ouellette, 1998; Basselin et al., 1997; Guerin et 

al., 2002; Sundar et al., 2000). Por serem os antimoniais pentavalentes, os 

medicamentos de primeira escolha no tratamento das leishmanioses, é importante que a 

ocorrência de possível resistência a esse medicamento seja investigada, já que este 

fenômeno tem sugerido alertas em algumas regiões do mundo (Guerin et al., 2002; 

Sundar et al., 2000), 

Casos de resistência ao tratamento com antimoniais pentavalentes vêm sendo 

relatados nos últimos anos (Carrio & Portus, 2002; Rojas et al., 2006; Hadighi et al., 

2006; Singh et al., 2006; Mukherjee et al., 2007), principalmente na infecção por L. 

donovani, espécie responsável pela forma visceral em algumas regiões da África e Ásia 

(Sundar, 2000; Sundar et al., 2001; Thakur et al., 2004; Sundar & Chatterjee, 2006). O 

desenvolvimento de resistência pode ser causado por diversos fatores, tais como: a 

resposta imune do hospedeiro (Faraut-Gambarelli et al., 1997), a susceptibilidade ao 

medicamento e a biologia das espécies de Leishmania (Romero et al., 2001; Navin et 

al., 1992), a expressão de proteínas transportadoras (Mukherjee et al., 2007) e aspectos 

farmacológicos, tais como, metabolismo, excreção e enzimas de detoxificação (al Jaser 

et al., 1995). 

A tripanotiona redutase (TR) é uma enzima presente nos tripanosomatídeos com 

função crucial para a sobrevivência do parasito, mantendo o ambiente redutor, 

protegendo o parasito contra o estresse oxidativo (Dumas et al., 1997; Tovar et al., 

1998). Essa enzima está envolvida na desintoxicação de íons metálicos através da 

extrusão dos complexos formados (metal-(TS2)) pela proteína transportadora, 

glicoproteína-P (PGPA) (Fairlamb & Cerami, 1992; Mukhopadhyay et al., 1996). Essa 

enzima tem sido bem estudada, pois já foi observado que a sua produção em elevadas 

quantidades ocorre em parasitos resistentes ao medicamento. Essa característica que faz 

com que a TR seja um alvo interessante em vários aspectos, mas principalmente para o 

planejamento de fármacos antiparasitários e monitoramento de amostras resistentes aos 

fármacos (Mukhopadhyay et al., 1996). 
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1.5. Definições relacionadas aos esquemas terapêuticos e critérios de cura utilizados 

pelo Ministério da Saúde Brasileiro (MS). Segundo Manual de Vigilância da 

Leishmaniose Tegumentar Americana de 2010. 

 

 A falha no tratamento da LTA constitui um problema em diversas áreas 

endêmicas. Como mencionado anteriormente, a variabilidade de respostas à terapia 

pode ser devido a diferentes fatores. Após o tratamento, recomenda-se que o paciente 

retorne mensalmente à consulta durante três meses consecutivos, para avaliação da cura 

clínica. Entretanto, o critério de cura é definido pela regressão de todos os sinais 

clínicos das lesões tegumentares e comprovado pela ausência de lesão mucosa no exame 

otorrinolaringológico, até seis meses após a conclusão do esquema terapêutico.  

O tratamento regular para a forma cutânea, é aquele que utiliza de 10 a 20 mg 

Sb
v
/kg/dia entre 20 a 30 dias, não ocorrendo intervalos superiores a 72 horas entre as 

doses e para a forma mucosa, os casos que tenham utilizado 20 mg Sb
V
/kg/dia entre 30 

a 40 dias, também não ocorrendo intervalos superiores a 72 horas entre as doses. 

É considerado como tratamento irregular os casos que tenham ultrapassado o 

tempo previsto para um tratamento regular ou que tenha ocorrido um intervalo superior 

a 72 horas entre as doses, tanto para a forma cutânea quanto para a forma mucosa. 

Outras situações podem ser observadas ao longo do tratamento como falha 

terapêutica, definida pelos casos em que, mesmo tendo sido realizados dois esquemas 

terapêuticos regulares, o paciente não tenha apresentado remissão clínica e recidiva, que 

é definida por casos em que ocorre o reaparecimento de lesão, em qualquer parte do 

corpo no período de até um ano após a cura clínica da lesão primária. A recidiva pode 

estar ligada ao estado imune do paciente e à forma clínica da doença. No entanto, em 

áreas endêmicas, a distinção entre reativação e reinfecção nem sempre é uma tarefa 

simples, havendo a necessidade de estudos genéticos e identificação de subpopulações 

de parasitos circulantes na área. 

Os casos de abandono incluem os pacientes que embora tenham cumprido o 

esquema terapêutico, não compareceram para avaliação clínica em até 30 dias após o 

terceiro agendamento. O terceiro agendamento se refere ao terceiro mês após o término 

do esquema terapêutico, período destinado ao acompanhamento do caso e à avaliação 

de cura. 

Diante das exposições acima, verificamos que o tratamento das leishmanioses 
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envolve uma complexidade de fatores que deve ser considerada. Os medicamentos 

disponíveis apresentam algumas limitações, como a diversidade de efeitos adversos, 

necessidade de administração diária parenteral e o desenvolvimento de resistência ao 

medicamento.  

A OMS recomenda que pesquisas de novos medicamentos para o tratamento das 

leishmanioses sejam incentivadas. Contudo, a falta de um razoável retorno comercial 

para as doenças negligenciadas tem resultado em investimentos insuficientes para a 

pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, tanto das agências do setor 

público quanto das indústrias farmacêuticas (Frézard et al., 2009). Apesar da falta de 

recursos, algumas pesquisas têm sido conduzidas para o desenvolvimento de novos 

protocolos e tratamentos quimioterápicos.  

A química medicinal, ciência responsável pelo processo de desenvolvimento de 

novos fármacos, vem ganhando impulso graças a recentes avanços tecnológicos, 

principalmente nas áreas da biologia estrutural, molecular e química computacional. 

Hoje o desenvolvimento racional de fármacos é uma realidade, abrindo novas 

perspectivas quanto à descoberta de novos medicamentos ou buscando o melhoramento 

daqueles existentes. Algumas alternativas são o desenvolvimento de medicamentos a 

partir de microorganismos e plantas, novos medicamentos sintéticos como o Miltefosine 

(Impavido), Paromomicina e a associação de medicamentos com citocinas para 

estimular o sistema imune (imunoterapia) (Santos et al., 2008). 

Os antimoniais convencionais não podem ser administrados oralmente devido a 

sua pobre absorção e/ou inativação no estômago. Além disso, a administração parenteral 

requer múltiplas doses devido à rápida excreção pelos rins. Por isso, é desejável que a 

biodisponibilidade dos antimoniais, por via oral, seja melhorada. A associação de 

medicamentos com sistemas carreadores é uma estratégia viável para melhorar a 

absorção oral. As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos compostos de glicoses 

unidas por ligações glicosídicas α-1,4. São capazes de incluir dentro de sua cavidade 

hidrofóbica, através de ligações não covalentes, moléculas insolúveis em água. 

Demicheli e colaboradores (2003; 2004) descreveram a preparação de uma composição 

de antimoniato de meglumina com β-ciclodextrina (β-CD), que melhorou a absorção de 

antimônio por via oral em modelo murino. Este estudo estabeleceu, pela primeira vez, o 

potencial da ciclodextrina para o tratamento oral das leishmanioses com antimonial 

pentavalente (Demicheli et al., 2003; 2004). 
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2. Justificativa 

 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças causadas por diferentes 

espécies de parasitos do gênero Leishmania, cuja infecção humana produz uma 

variedade de manifestações clínico-patológicas. O tratamento de primeira linha é 

realizado com antimoniais pentavalentes. A variabilidade observada na resposta 

terapêutica pode estar associada a fatores do hospedeiro ou a características intrínsecas 

dos parasitos envolvidos e, fenômenos de resistência parasitária aos antimoniais vêm 

sendo debatidos. No Brasil, mais particularmente no estado do Rio de Janeiro, o 

principal agente etiológico de LTA é L. braziliensis, espécie composta por 

subpopulações com variado grau de variabilidade genética (Brito, 2010). Admite-se que 

o padrão genético dos parasitos circulantes numa dada região possa modular aspectos 

relacionados à resposta terapêutica apresentada pelos indivíduos. Esse fato tem 

motivado estudos relacionados a aspectos intrínsecos dos parasitos, entre eles, o 

conhecimento da heterogeneidade genética e a determinação dos níveis de sensibilidade 

aos antimoniais pentavalentes em ensaios in vitro. Recentemente, o grupo do 

Vigileish/IPEC comparou amostras de L. braziliensis isoladas antes da introdução do 

tratamento com amostras isoladas após falha terapêutica de sete pacientes. Os níveis da 

dose letal de 50% (DL50) ao antimoniato de meglumina foram mais elevados para as 

amostras isoladas pós-tratamento que para as amostras obtidas pré-tratamento, 

sugerindo uma possível seleção de subpopulações após os cursos terapêuticos. 

Entretanto, o pequeno número e as características do grupo de pacientes estudado não 

permitiram maiores conclusões (Baptista, 2011; Miranda, 2011). Já em outro estudo, 

pacientes com falha terapêutica apresentaram Intradermorreação de Montenegro 

(IDRM) menos intensas quando comparados aos pacientes que evoluíram para a cura 

clínica (Antônio, 2012). Estes resultados sugerem que tanto aspectos do paciente quanto 

dos parasitos possam estar modulando a resposta terapêutica na LTA. 

Neste estudo, avaliou-se se a sensibilidade ao antimonial in vitro e a 

heterogeneidade genética de amostras de L. braziliensis isoladas, antes do tratamento, 

de pacientes oriundos do Rio de Janeiro ou de outros estados, teria ou não correlação 

com a resposta ao tratamento com antimoniato de meglumina (5mg Sb
V
/kg/dia), para 

obter informações relacionadas aos parasitos e sua influência na resposta dos pacientes.  
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3. Objetivos 

3.1.  Geral 

 

Comparar a sensibilidade in vitro ao antimoniato de meglumina e a 

heterogeneidade genética de formas promastigotas de Leishmania braziliensis isoladas 

de pacientes com leishmaniose cutânea adquirida no estado do Rio de Janeiro ou em 

outros estados, sendo respondedores ou não respondedores ao tratamento com 5mg 

Sb
v
/kg/dia. 

 

3.2.  Específicos 

 

 Verificar em ensaios in vitro, se promastigotas de L. braziliensis, isoladas antes 

do tratamento, de pacientes respondedores ou não respondedores ao tratamento 

pelo antimoniato de meglumina, apresentam sensibilidade diferenciada ao 

antimonial pentavalente;  

 

 Investigar se promastigotas de L. braziliensis isoladas antes do tratamento, de 

pacientes do Rio de Janeiro ou de outros estados apresentam sensibilidade 

diferenciada ao antimonial pentavalente em ensaios in vitro; 

 

 Investigar uma possível associação entre padrões genéticos dos parasitos, a 

região de origem, a sensibilidade in vitro ao antimonial e a resposta ao 

tratamento pelo antimoniato de meglumina; 

 

 Investigar uma possível associação entre os resultados da IDRM, do teste de 

ELISA, do número de leões ou do tempo de evolução e a resposta terapêutica. 

 

 

 

 

 



 

 

19 

 

4. Material e métodos 

4.1. Delineamento do estudo 

Trata-se de um estudo analítico esperimental visando avaliar a sensibilidade ao 

antimoniato de meglumina em amostras de L. braziliensis isoladas de pacientes que 

apresentaram diferentes desfechos ao tratamento da LC, comparando tal aspecto com 

padrões genéticos dos parasitos; com a origem dos pacientes selecionados e com os 

resultados da IDRM. Para este estudo foram utilizadas informações armazenadas no 

banco de dados dos pacientes e amostras de Leishmania sp. criopreservadas no 

Vigileish/IPEC da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 

 

4.2.  Sujeitos da Pesquisa e Amostras 

A população de estudo foi constituída por pacientes com LC, diagnosticados e 

tratados no Vigileish no período 1999-2011. Foram incluídos somente casos submetidos 

a esquemas com baixas doses de antimoniato de meglumina (5mg Sb
v
/kg/dia), 

administrados por via intramuscular, de forma contínua e com 12 meses de observação 

pós-tratamento. O tamanho amostral foi de conveniência, considerado o seguinte 

desfecho terapêutico:  

pacientes Respondedores  (R) - epitelização completa das lesões cutâneas até 3 meses 

após o término do tratamento, sem qualquer sinal de reativação durante o período de 

observação de um ano. 

pacientes Não Respondedores (NR)- ausência de epitelização completa das lesões 

cutâneas até 3 meses após o término do tratamento, necessitando de novo esquema 

terapêutico ou os casos que mesmo após a epitelização houve recidiva das lesões, 

considerando o período de observação de um ano. 

As amostras de Leishmania sp. obtidas dos pacientes selecionados foram avaliadas 

nos ensaios in vitro e, considerou-se somente amostras isoladas antes da introdução do 

tratamento nesses pacientes. Foram constituídos quatro subgrupos, a saber: 

Grupo RRJ: pacientes Respondedores ao tratamento, cuja infecção tenha sido 

adquirida no estado do Rio de Janeiro;  

Grupo ROE: pacientes Respondedores ao tratamento, cuja infecção tenha sido 

adquirida em outros estados brasileiros; 
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Grupo NRRJ: pacientes Não Respondedores ao tratamento, cuja infecção tenha sido 

adquirida no estado do Rio de Janeiro;  

Grupo NROE: pacientes Não Respondedores ao tratamento, cuja infecção tenha sido 

adquirida em outros estados brasileiros. 

 

4.2.1. Critérios de inclusão dos pacientes e amostras 

 Pacientes com diagnóstico de LC por isolamento de Leishmania em cultura, 

cujas amostras puderam ser recuperadas do criobanco do Vigileish;  

 Amostras caracterizadas como L. braziliensis, sem variantes isoenzimáticas; 

 Pacientes de ambos os gêneros; 

 1º tratamento no Vigileish com antimoniato de meglumina (5mg Sb
v
/kg /dia), 

por via intramuscular durante 30 dias contínuos; 

4.2.2. Critérios de exclusão de pacientes e amostras 

 Co-morbidades tais como: HIV, hepatites, tuberculose, hanseníase, cuja 

informação foi obtida nos prontuários. 

 

4.3.  Etapas envolvendo a obtenção e manipulação das amostras de Leishmania 

4.3.1.  Isolamento e criopreservação das amostras 

As amostras de Leishmania avaliadas neste estudo foram obtidas conforme 

protocolo para investigação diagnóstica dos pacientes atendidos no Vigileish. 

Descreveremos resumidamente esse procedimento que compreende a coleta de 

fragmentos de lesão cutânea e o isolamento parasitário: o fragmento da lesão cutânea 

coletado por biópsia foi colocado imediatamente em solução salina contendo 

antibióticos e antifúngico (1000U de penicilina, 200µg de estreptomicina e 100µg de 

5’fluorocitosina), sendo conservado nessa solução durante 24 horas à temperatura de 

4ºC em geladeira. Após esse período, o fragmento foi fracionado e transferido para três 

tubos contendo meio de cultura bifásico NNN (Novy, Nicolle & McNeal, 1908) e meio 

de Schneider (Sigma), enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab). 

Em seguida, os tubos foram mantidos em estufa incubadora com temperatura entre 26 e 

28ºC, durante 30 dias. Inspeções visuais das culturas por microscopia ótica foram 
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realizadas em intervalos semanais, durante 30 dias em preparações a fresco obtidas da 

fase líquida do meio. Os isolados de formas promastigotas foram repicados para 

garrafas contendo um volume maior de meio de cultura para expansão do crescimento e 

posterior criopreservação. 

Visando manter a infectividade das amostras de Leishmania sp. isoladas, a 

criopreservação deve ser realizada até a 5º passagem (repiques) em meio de cultura. 

Para isso, logo após o isolamento, foi realizada uma expansão parasitária, para obtenção 

de 15 a 20 mL de cultura em fase exponencial. O sedimento resultante da centrifugação 

(7000 rpm/15 minutos) foi ressuspenso em cerca de 2,0 mL de “Freezing Solution” 

(meio BHI contendo 30% de SFB e 10% de glicerol) e, após homogeneização, a 

suspensão de parasitos foi então transferida para criotubos com capacidade de 1,8 mL e 

submetidos à refrigeração gradual: 1 hora à 4ºC, 2 horas a -20ºC, 2 horas em gelo seco. 

Em seguida, os criotubos foram armazenados em caixas numeradas nos botijões de 

nitrogênio líquido (N2). 

 

4.3.2. Recuperação das amostras do nitrogênio líquido 

As amostras de Leishmania sp. criopreservadas, foram retiradas do criobanco 

(N2), semeadas em meio de cultura bifásico (NNN + meio de Schneider, contendo 10% 

de SFB) e crescidas para obtenção de massas parasitárias que foram utilizadas nos 

ensaios propostos neste estudo.  

Inicialmente, após descongelamento da amostra em temperatura ambiente, 

realizou-se exame a fresco para observação da motilidade das formas promastigotas, 

sendo o conteúdo (cerca de 1 mL) semeado em dois tubos contendo o meio NNN,  

acrescido de meio de Schneider (Sigma), suplementados com 10% de SFB (Cultilab) 

contendo antibióticos associados (penicilina G potássica: 200 unidades/mL e 

estreptomicina: 200µg/mL). Os tubos foram examinados semanalmente por meio de 

exames a fresco em microscópio óptico e quando observado crescimento satisfatório as 

amostras foram repicadas para obtenção da massa parasitária. Foram retiradas novas 

alíquotas do N2 e repetido o processo descrito anteriormente para as amostras que não 

apresentaram crescimento. 
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4.3.3. Preparo das massas parasitárias para a técnica de isoenzimas e PCR 

Para realização da técnica de isoenzimas, foi necessário obter uma massa na 

ordem de 10
9
 parasitos. Para tal, as amostras crescidas em tubos, foram transferidas, 

com inóculo aproximado de 10%, para garrafas de cultivo celular (TPP – 75cm
2
) 

contendo meio bifásico (NNN/Schneider) acrescido de SFB e antibióticos na mesma 

proporção citada para o isolamento. O crescimento foi acompanhado em microscópio 

invertido, adicionando-se meio de Schneider completo em volumes e intervalos de 

acordo com o crescimento da amostra, até obtenção de um volume de cultura com cerca 

de 60-80 mL. Em fase exponencial, a cultura foi transferida para tubos tipo FALCON e 

centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Após desprezar o sobrenadante as 

culturas foram submetidas a duas lavagens utilizando solução tampão de lavagem (NaCl 

0,85% adicionada de 0,01M de EDTA, pH 8,0). Na última etapa, o sedimento 

parasitário foi ressuspenso em quatro mililitros do tampão de lavagem, cujo volume 

final foi dividido para dois criotubos e submetido a nova centrifugação. Após, o 

sobrenadante foi desprezado e os sedimentos devidamente identificados foram 

estocados em N2. Um tubo foi empregado na técnica de isoenzimas e o outro nos 

ensaios de PCR. 

 

4.4.   Identificação das amostras através da eletroforese de isoenzimas - Multi-Locus 

Enzyme Electrophoresis (MLEE) 

A identificação etiológica foi realizada através da eletroforese de isoenzimas, 

seguindo protocolos descritos por Pacheco et al, 1995 e Cupolillo et al, 1994; utilizando 

6 sistemas emzimáticos: 6PGDH (6-fosfogluconato desidrogenase, EC.1.1.1.43); GPI 

(fosfoglucose isomerase, EC.5.3.1.9); NH (nucleosideo hidrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1); 

G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase, EC.1.1.1.49); MDH (malato desidrogenase, 

EC.1.1.1.37) e ME (enzima málica, EC.1.1.1.40). Empregou-se como referência as 

amostras de L. brazilensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. guyanensis 

(MHOM/BR/1975/M4147) e L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), obtidas junto à 

Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC). 

A preparação do gel de agarose para a técnica de isoenzimas foi realizada na 

concentração de 1% em diluição de 1:1 de água destilada e solução tampão de reação. O 

tipo de tampão utilizado foi escolhido segundo a enzima a ser testada, sendo o mesmo 

tampão utilizado nas corridas eletroforéticas (Tabela 1). 
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Tabela 1- Soluções tampão utilizados na preparação dos géis e nas corridas 

eletroforéticas pelo  VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ. 

Solução Tampão Reagentes e preparo 

Tampão Tris Maleico, pH 7,4 

Utilizado nos seguintes sistemas enzimáticos: 

6PGDH, GPI, NH1 e NH2, MDH,  

Tris base (24,22g), Acido maleico (10,0g), 

MgCl2 (0,19g), EDTA (0,74g). H2O q.s.p 2 

litros. Dissolver todos os reagentes e acertar o 

pH para 7,4. Estocar a 4ºC 

Tampão Fosfato, pH 8,0  

Utilizado nos seguintes sistemas enzimáticos: 

G6PDH, ME 

Na2HPO4.H2O (solução A - estoque 1M), 

NaH2PO4 (solução B- estoque 1M). Mistura 13,6 

mL da solução A e 186,4 mL da solução B e 

completa para 1 litro com H2O destilada. Estocar 

a temperatura ambiente 

Legenda:MgCl2- Cloreto de magnésio 

               EDTA-Ácido etilenodiamino tetra-acético 

         Na2 HPO4H2O- Fosfato de sódio hidratado  

         NaH2PO4- Diidrogeno fosfato de sódio 

 

 

A agarose utilizada foi a do Tipo V (Sigma) e uma vez pesada a quantidade 

necessária, foi adicionado o tampão (maleico ou fosfato) e a água, levando-se ao forno 

de microondas para ser dissolvida. A dissolução completa da agarose foi obtida 

aquecendo até que a mistura tornou-se transparente e sem precipitados. Utilizou-se a 

potência alta por cerca de 5 minutos. Com a agarose completamente dissolvida e ainda 

quente, a solução (cerca de 50 mL) foi derramada sobre um suporte de poliestireno 

(Filme Gelbond®, GE Healthcare), o qual era apoiado sobre uma placa de vidro 

devidamente nivelada, garantindo um espalhamento uniforme da agarose. Após a 

solidificação natural da agarose a temperatura ambiente, o gel foi estocado em câmara 

úmida e escura em geladeira (4º-8ºC) por no máximo 24 horas. No momento do uso, a 

umidade dos géis foi absorvida utilizando-se um papel de filtro que era posicionado e 

pressionado levemente contra o gel.  

Para aplicação das amostras, foi colocada sobre o gel uma fita plástica contendo 

24 retângulos vazados e equidistantes que foram numerados de 1 a 24 de acordo com a 

ordem das amostras aplicadas, as quais foram identificadas em formulário próprio. 

Inicialmente, aplicou-se cerca de 5µl da solução corante (Tabela 2) nas ranhuras das 

extremidades do gel, objetivando gerar um marcador, facilitando a visualização da 

corrida eletroforética. Uma vez absorvidos os corantes, prosseguia-se com a aplicação 

das amostras a serem analisadas e das amostras de referências sobre o gel. 
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As amostras retiradas do N2 foram mantidas em gelo e no momento do uso, 

foram homogeneizadas e, quando necessário, acrescentava-se um pouco de tampão de 

lavagem (~ 50µl). Empregando um pipetador automático, cerca de 5µl de cada amostra 

foi aplicado em cada um dos quadrículos da fita. Depois das amostras serem 

completamente absorvidas pelo gel, procedia-se a retirada da fita plástica, sendo o gel 

transferido para uma cuba de eletroforese horizontal (Pharmacia Biotech modelo 

Multiphor II) acoplada a um banho Maria com circulação constante de água, para 

manter a refrigeração das cubas em torno de 4ºC. O tampão (maleico ou fosfato, 

dependendo do sistema enzimático) foi colocado nas laterais da cuba, previamente 

nivelada, e foi feita uma ponte para condução de energia entre os eletrodos (pólo 

positivo e pólo negativo) e o gel. Esse procedimento foi realizado por meio de esponjas, 

que tiveram uma das laterais mergulhada no tampão e a outra bem alinhada sobre as 

laterais do gel. Após, foi colocada a tampa da cuba e, aplicou-se uma corrente elétrica 

de 40 volts para as corridas realizadas em tampão fosfato e de 60 volts para as corridas 

em tampão maleico. O término da corrida foi determinado quando os corantes 

alcançavam a extremidade do gel, considerando o primeiro ou segundo marcador, 

dependendo do sistema enzimático a ser revelado. A revelação da atividade enzimática 

foi feita acondicionando os géis em recipientes plásticos e colocando-se diretamente 

sobre ele uma mistura contendo os substratos, transportadores e receptores de elétrons, 

cofatores e tampões próprios para cada sistema enzimático estudado, apresentados na 

Tabela 3. Visando facilitar a revelação, os géis foram colocados no escuro em estufa a 

37ºC e assim que as bandas eram visualizadas no gel, a reação foi interrompida, 

colocando-se sobre o gel uma solução de ácido acético a 5%, sendo tal solução trocada 

quantas vezes fosse necessário até que o excesso de corante do sistema revelador fosse 

completamente eliminado do gel, deixando-os apenas com as bandas eletroforéticas 

marcadas. Após esse processo, os géis foram deixados à temperatura ambiente até 

secarem completamente. 

 

Tabela 2- Solução corante utilizada na corrida eletroforética de isoenzimas pelo 

VigiLeish, IPEC, FioCruz. 

Corante Quantidade Modo de preparo 

Azul de bromofenol 34 mg Pesar as quantidades de cada corante 

e dissolver em 10 mL de H2O 

destilada. Estocar a 4ºC 
Xilencianol 28 mg 
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Tabela 3- Protocolos utilizados no processo de revelação das enzimas estudadas, 

indicando substratos, coenzimas, ativadores, enzimas de ligação específica para cada 

sistema enzimático e os métodos de visualização empregados pelo VigiLeish, IPEC, 

FioCruz. 
Enzima Tampão 

TRIS HCl 

0,05M 

H2O Substrato 

200mg/10m

L 

Coenzima 

40mg/10mL 

Ativadores 

4g/20mL 

Enzima de 

Ligação 

Visualização Agarose 

GPI 

 

4mL pH 

8,0 

1m

L 

1mL F-6-P 1mL NADP 200µL 

MgCl2 

2U 

G6PDH 

2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

G6PDH 

 

4mL pH 

7,4 

- 1mL G-6-P 2mL NADP 300µL 

MgCl2 

- 2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

MDH 

 

4mL pH 

8,0 

- 1mL 1M 

Na Malate 

1,78g/10m

L 

2mL NAD - - 2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

ME 

 

4mL pH 

7,4 

1m

L 

1mL 1M 

Na Malate 

1mL NADP 200µL 

MgCl2 

- 2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

NH 4mL pH 

7,4 

3m

L 

30mg 

Inosine 

- - 2U 

xantine 

oxidase 

2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

6PGDH 

 

4mL pH 

8,0 

- 2mL 6-P-G 1mL NADP 500µL 

MgCl2 

- 2mL MTT  

1mL PMS 

10mL 

 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium bromide) 

PMS (Phenazine Methosulfate) 

 

 A análise foi feita através da comparação visual do perfil dos eletromorfos, que 

são as bandas visualizadas no gel após a corrida, com o padrão das amostras utilizadas 

como referência.  

 

 Das 60 amostras selecionadas e retiradas do N2, duas foram identificadas como 

L. guyanensise quatro amostras apresentaram padrão eletroforético diferente das 

amostras de referência, não sendo incluídas no estudo.  

 

 

4.5.  Ensaios de avaliação da sensibilidade ao antimoniato de meglumina 

 Para estes ensaios, considerou-se o 3° ou 4° dia de crescimento das amostras, 

que correspondiam à fase estacionária de amostras de L. braziliensis, identificada após a 

curva de crescimento realizada por Miranda (2011) e apresentada na Figura 4. As 

amostras foram crescidas nas mesmas condições, utilizando garrafas de cultura 

contendo 10 mL de meio de Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino e 

antibióticos associados.  
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Figura 4- Perfil da curva de crescimento de formas promastigostas de Leishmania 

braziliensis obtida do estudo de Miranda, 2011. O eixo Y mostra o número médio de 

parasitos por mL, obtidos em cada ponto, multiplicados por 10
5
 e o eixo X o período 

de observação do crescimento. 

 

 

Para este ensaio, retiramos outro tubo contendo a amostra criopreservada. Isto 

foi realizado para garantir o mínimo de passagens da amostra em cultura e, 

consequentemente a sua infectividade. A amostra foi retirada do N2 e semeada em meio 

de cultura bifásico (NNN + meio Schneider’s, contendo 10% de SFB) e colocados em 

estufa à temperatura de 26-28ºC durante cerca de sete dias, até alcançar um crescimento 

ideal para que a amostra pudesse ser expandida e utilizada nos ensaios. Quando 

necessário, era realizado um repique nessa mesma condição. Quando observávamos que 

a amostra possuía parasitas suficientes, era então semeada em garrafas (25cm
2
) 

contendo 10 mL de meio Schneider’s, suplementado com 10% de SFB e adição de 

antibióticos (200U de penicilina + 100µg de estreptomicina) e colocada na mesma 

temperatura. O crescimento foi controlado por microscopia, sendo as amostras 

utilizadas sempre no 3º ou 4º dia do crescimento, sem adição de meio de cultura nesse 

período. Todos os ensaios foram realizados considerando essas condições, visando 

uniformizar a fase de crescimento dos parasitos em todos os ensaios. 

 A sensibilidade ao antimonial pentavalente foi avaliada utilizando antimoniato 

de meglumina (Glucantime
®
), obtido junto ao setor farmacêutico do IPEC. O 

antimoniato de meglumina apresenta-se em ampolas de 5 mL, contendo 81 mg Sb
v
/mL, 

as quais foram armazenadas a temperatura ambiente durante a realização do estudo.  

 Para os ensaios, utilizamos parasitos infectivos, de fase estacionária, 
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estabelecida após a curva de crescimento, como mencionado acima. A avaliação de 

sensibilidade foi realizada em placas para cultura de 96 poços e avaliada após 24 horas 

de exposição a diferentes concentrações de Sb
v
. Descreveremos brevemente os passos 

do ensaio: inicialmente a cultura crescida em garrafas foi submetida à centrifugação e 

ajustada para concentração 4 x 10
6
 parasitos/mL diluídos em meio de Schneider. Cem 

microlitros (100 µL) dessa suspensão foram colocados, em triplicatas, em placas de 96 

poços já contendo o mesmo volume (100µL) de antimoniato de meglumina. Foram 

empregadas diluições seriadas ao dobro, iniciando na concentração de 8,1 mg/mL até 

3,955 µg/mL de Sb
v 

( Baptista et al., 2009). As placas foram incubadas em estufa 

biológica (26-28ºC), e após 24 horas, os parasitos foram quantificados em câmara de 

Neubauer empregando corante vital (Azul de Trypan 0,1% em PBS) (Machado et al, 

2007).  

A quantificação foi realizada em triplicatas e considerou os parasitos vivos. Os 

valores foram inseridos em planilhas do software Excel
® 

para determinação do número 

de parasitos mortos, considerando os dados dos controles, como descrito por Machado e 

colaoradores (2007). A atividade leishmanicida foi expressa em valores de DL50 (Dose 

Letal, mg/mL), indicando a concentração de Sb
v
 necessária para a inibição de 50% do 

crescimento do parasito. 

 

4.6.  Análise da variabilidade genética de Leishmania braziliensis através de LSSP-

PCR (Low-Stringency Single-Specific-Primer) 

Nesta etapa, buscamos avaliar o perfil genético das amostras de L. braziliensis, 

comparando dois grupos bem definidos: isolados provenientes de pacientes 

Respondedores e Não Respondedores ao tratamento da LC, utilizando a Reação em 

Cadeia da Polimerase com Primer Único em Condições de Baixa Estringência (LSSP-

PCR). 

 

4.6.1. Extração do DNA 

 Utilizou-se o Ilustra tissue & cells genomic Prep Mini Spin Kit (GE Helthcare). 

O procedimento de extração do DNA para este kit é descrito a seguir: ao sedimento de 

parasitos, obtidos como descrito no item 4.4.3, foi adicionado 100 μl de lysis buffer type 

1, homogeneizando com a pipeta e em seguida agitado no vortex por 15 segundos. 

Após, foram adicionados 10μl de proteinase K diluída a 20 mg/ mL (GE Helthcare) e 
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novamente agitou-se a solução em vortex por 15 segundos. O volume total foi 

transferido para microtubos (Eppendorf) que foram incubados em banho Maria, a 

temperatura de 56°C durante 1 hora, com agitações periódicas e depois outra incubação 

foi feita por 2 minutos a 70°C. Os microtubos foram centrifugados por 10 segundos a 

5000 rotações por minuto (rpm), com o objetivo de baixar qualquer sedimento que 

tivesse evaporado. Foram adicionados 5μl de RNAse A diluída a 20 mg/ mL 

(Invitrogen) e os microtubos foram incubados por 15 minutos em temperatura ambiente. 

Foram adicionados, a cada microtubo, 500μl de Lysis buffer type 4 e incubados por 10 

minutos a temperatura ambiente, após o tempo de incubação o material foi centrifugado 

por 10 segundos a 11000 rpm. Com auxílio de uma pipeta, o material foi transferido 

para tubos coletores específicos com mini colunas acopladas (fornecido no kit) e 

centrifugados por 2 minutos a 11000 rpm. O sobrenadante foi descartado e novamente 

foram adicionados 500μl de Lysis buffer type 4 a mini coluna, centrifugando por 2 

minutos a 11000 rpm e descartando o sobrenadante. Após, foram adicionados 500μl de 

Wash buffer type 6 e centrifugou-se por 3 minutos a 11000 rpm, então o sobrenatante, 

junto com o tubo coletor foram descartados. Microtubos estéreis de 1.5 mL foram 

identificados com os códigos das amostras e as mini colunas foram transferidas para 

estes. Foram adicionados bem no centro da membrana 50μl de Elution buffer type 5, 

previamente aquecido a 70°C por 2 minutos, e os microtubos centrifugados por 2 

minutos a 11000 rpm. A mini coluna foi descartada e os microtubos identificados 

contendo o DNA foram armazenados a - 20°C até o momento do uso. Após a extração 

foi feita uma quantificação do material otido por meio de eletroforese em gel de agarose 

a 2%, como segue: a Ultra Pure Agarose (Invitrogen) foi pesada e diluída em tampão 

TBE 1x (Tampão Tris, Ácido bórico e EDTA), então foi posta no microondas para que 

derretesse, 1 minuto por vez, agitando lentamente o erlemmeyer ao fim de cada minuto. 

O material foi resfriado em água corrente rapidamente e vertido em cuba de eletroforese 

previamente preparada, foi deixado em repouso por 30 minutos, para enrigecer. As 

amostras foram preparadas da seguinte maneira: 1 µL de amostra + 1 µL de corante + 8 

µL de água ultrapura. Foram aplicadas no gel, seguidas do padrão de peso molecular e 

foi feita a corrida eletroforética a 80 Volts por 1 hora. A revelação do gel foi feita por 

meio de leve agotação em brometo de etídio a 3% por 10 minutos, após mais 10 

minutos em água destilada. 
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4.6.2.  Reação da PCR específica e da LSSP-PCR 

Inicialmente foi realizada a PCR específica para o complexo L. braziliensis 

utilizando os iniciadores B1 (5’GGGGTTGGTGTAATATAGTGG3’) e 

B2(5’CTAATTGTGCACGGGGAGG3’) que são alvos direcionados à região 

variável dos minicículos de kDNA e amplificam um produto de 750 pb específicos 

para as espécies do complexo L.  braziliensis (De Bruijn & Baker, 1992). As condições 

para realização da PCR foram as seguintes: desnaturação a 95°C por três minutos 

seguido por 33 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60,5°C por 1 minuto e 72°C por 1 

minuto com um ciclo final de extensão de 72°C por 10 minutos. Após a PCR 

específica, foi feita a quantificação do material obtido, como descrito no ítem 4.6.1. 

Então procedeu-se uma etapa de purificação do produto amplificado usando o kit 

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Helthcare), onde os produtos 

foram transferidos para tubos de 1,5 mL identificados e foram adicionados 500μl de 

Capture buffer type 3 a cada tubo, centrifugando por 20 segundos a 8000 rpm. Todo o 

material foi transferido para as mini colunas contidas no kit, que foram montadas em 

seus tubos específicos e novamente centrifugados por um minuto a 14000 rpm, sendo o 

sobrenadante desprezado e adicionados 500μl de Wash buffer type 1 às mini colunas. A 

centrifugação foi feita por 2 minutos a 14000 rpm e os sobrenadantes e tubos foram 

descartados, sendo as mini colunas transferidas para novos tubos identificados. Então, 

30μl de Elution buffer type 4 foram colocados bem no centro da membrana e 

incubaram em temperatura ambiente por 1 minuto. Nova centrifugação foi feita por 1 

minuto a 14000 rpm, as mini colunas foram descartadas e os tubos contendo o produto 

purificado foram estocados a -20°C. Novamente foi feita a quantificação do material 

obtido, como descrito no ítem 4.6.1. 

A técnica LSSP-PCR está baseada nos mesmos princípios da PCR e consiste na 

re-amplificação de um fragmento alvo de DNA, previamente amplificado, sob 

condições de baixa estringência utilizando-se concentrações elevadas de Taq DNA 

polimerase e apenas um dos iniciadores específicos para uma das extremidades do 

fragmento analisado (Pena et al., 1994).  

Assim, o produto amplificado pelos iniciadores B1/B2 e purificado foi 

submetido a uma segunda amplificação utilizando apenas um dos iniciadores 

específicos, B1 (5’GGGGTTGGTGTAATATAGTGG3’), em condições de baixa 

estringência e concentrações elevadas de Taq DNA polimerase segundo protocolo de 
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Oliveira et al. (2010), com modificações na mudança do número de ciclos de 35 para 

44 eutilização de pérolas liofilizadas (kit Ready-To-Go PCR Analysis Beads – GE 

Healthcare) contendo polimerases termoestáveis (AmpliTaq™ DNA polimerase e 

Fragmento Stoffel), dNTPs (0.4 mM de cada Desoxirribonucleosídeos trifosfatos 

(dNTP) em um volume de reação de 25 µl), Albumina sérico bovina (BSA) (2.5 µg) e 

tampão (3 mM MgCl2, 30 mMKCl e 10 mM Tris, pH 8.3). Cada tubo de reação 

continha um volume final de 25 µl, com 40 pmol do iniciador B1, 3 µl do produto de 

PCR + pérola liofilizada Ready-To-Go, e água ultra pura para PCR. Os ciclos de 

amplificação contemplaram um passo inicial de 95ºC por 5 minutos, seguido de 45 

ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 minuto, anelamento a 36ºC por 30 segundos e 

extensão a 72ºC por 2 minutos e, com uma extensão final do ciclo a 72ºC por 10 

minutos. Os fragmentos gerados após a re-amplificação foram visualizados através de 

eletroforese em gel de agarose (High Resolution, Sigma) a 1,8% em TBE 1X (Tampão 

Tris, Ácido bórico e EDTA), submetidos a uma corrida de 80Volts (V) por 5 horas. 

Os perfis gerados através da LSSP-PCR foram comparados usando-se o 

coeficiente de similaridade Simple Matching, para determinar a proporção dos 

fragmentos semelhantes entre as amostras estudadas. Cada fragmento observado no gel 

foi numerado, começando com 1 para o fragmento de maior tamanho em pares de base, 

2 para o fragmento seguinte e assim por diante. Com a utilização do coeficiente foi 

produzido uma matriz de similaridade através de todas as possíveis combinações entre 

as amostras. A matriz foi transformada em um dendrograma pelo método não ponderado 

de agrupamento aos pares por média aritmética (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973) e a 

análise numérica foi realizada com o programa “NTSYS-pc software” (Versão 1.70, 

Exeter Software). 

 

4.7.  Análises dos resultados e associações com dados dos pacientes 

As análises foram realizadas visando comparar os resultados obtidos neste 

estudo com dados extraídos do banco de informações dos pacientes estudados, 

considerando os grupos Respondedores e Não Respondedores e o local de infecção 

destes pacientes. Nesta análise foram considerados também, os resultados da 

Intradermorreação de Montenegro (IDRM). 

 Inicialmente foram realizadas análises exploratórias dos dados a partir das 

frequências das variáveis qualitativas tais como gênero, resposta ao IDRM, reatividade 
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aoEnzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), localização das lesões, padrão de 

heterogeneidade genética dos parasitos, origem dos pacientes (Rio de Janeiro ou outros 

estados) e desfecho do tratamento (Respondedores ou Não Respondedores); e medidas 

de dispersão para as variáveis quantitativas como idade,número de lesões, tempo de 

evolução clínica até o diagnóstico e início do tratamento, valor do IDRM e níveis de 

DL50. Nos casos de Não Respondedores foi considerado para o desfecho final a falha no 

tratamento ou a reativação das lesões durante o período de um ano de observação, com 

necessidade de retratamento.  

Para determinação da DL50 das amostras, foi empregado o software Excel com 

análises pelo teste T de Student (Machado et al, 2007). Para as comparações entre os 

grupos, considerando os níveis da DL50 das amostras e os resultados da IDRM foram 

utilizado testes não paramétricos, como Man Whitney e T de Student, considerando P-

valores <0,05 nos testes estatísticos como associações significantes através do software 

GraphPadPrism 5.0. Para avaliação dos resultados de ELISA, foram coletados dados 

dos pacientes pré-tratamento, onde foram considerados como reatores ou não ao teste. 

Para avaliação da heterogeneidade genética das amostras foram utilizados os programas 

NTedit 1.0.1.4 para construção da matriz de similaridade e o software NTsys 2.0.1.5 

para construção dos dendrogramas. 

4.8.   Aspectos éticos 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/IPEC) obtendo 

aprovação para sua realização sob o número: 0065.0.009.000-11(Anexo 3).  

Este estudo constitui um desdobramento do projeto “Estudo para a 

sistematização do atendimento de pacientes com leishmaniose tegumentar americana no 

Centro de Referência em LTA - Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - 

Fiocruz", aprovado pelo CEP/IPEC sob número de protocolo 0016.0.009.-02 e do 

projeto “Sensibilidade ao antimonial pentavalente in vitro de amostras de Leishmania 

(Viannia) braziliensis isoladas antes e após o tratamento de pacientes com falha 

terapêutica” sob o número de protocolo 0050.0.009.000-10. Todos os pacientes cujas 

amostras foram estudadas assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (Anexo 1), o qual contempla a utilização das amostras.  
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5. Resultados 

5.1.  Pacientes 

Em consulta inicial ao banco de dados do Vigileish, foram identificados 362 

pacientes dentro do período do estudo, destes 244 não corresponderam aos critérios de 

seleção, então encontramos 118 pacientes com primeiro tratamento no IPEC com 5 mg 

Sb
v
/kg/dia, durante 30 dias, com adiministração por via intramuscular. Destes, apenas 

73 amostras encontravam-se estocadas no nitrogênio líquido (N2), sendo retiradas para o 

estudo em grupos de seis, de forma aleatória. Das 73 amostras retiradas, não foi possível 

a recuperação de 13 delas (17,8%), sendo nove casos do grupo Respondedor (oito do 

subgrupo RRJ e um do subgrupo ROE) e quatro do grupo Não Respondedor (dois do 

subgrupo NRRJ e dois do subgrupo NROE), mesmo depois de repetido o processo de 

descongelamento de outras ampolas estocadas no N2. Destas, 12 amostras estavam 

estocadas há mais de seis anos e, por isso, podem ter se tornado inviáveis. Das 60 

amostras recuperadas e analisadas por isoenzimas, 54 foram caracterizadas como L. 

braziliensis apresentando padrão eletroforético igual à cepa de referência de L. 

braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e então incluídas no estudo. Duas amostras 

isoladas de pacientes pertencentes ao grupo NROE, os quais provavelmente adquiriram a 

infecção na cidade de Manaus (AM), foram caracterizadas como L. guyanensis. Outras 

quatro amostras não puderam ser caracterizadas, sendo que duas dessas quatro eram 

isoladas de pacientes que possivelmente adquiriram a infecção na região amazônica. 

Abaixo apresentamos um fluxograma contendo as etapas que envolveram a seleção das 

amostras que foram estudadas.  
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Figura 5- Fluxograma com as etapas para seleção de amostras para o 

estudo.VigiLeish, IPEC, FIOCRUZ, 2012. 

 

O grupo de pacientes Respondedores foi constituído por 26 pacientes, sendo 16 

mulheres e 10 homens, com idades variando entre 11 e 63 anos (mediana de 40,5 anos). 

Destes, 16 pacientes adquiriram a LC no estado do Rio de Janeiro (subgrupo RRJ) e 10 

em outros estados do Brasil (subgrupo ROE). No subgrupo RRJ a idade variou de 22 a 57 

anos (mediana de 40 anos), o número de lesões variou entre uma e duas (mediana de 1 

lesão) e o tempo de evolução até o diagnóstico e início do tratamento variou de um a 

três meses (mediana de 1 mês). Com relação aos resultados dos exames imunológicos, 

15 pacientes (93,7%) apresentaram resultado de IDRM positiva com valores variando 

de 7 a 60 mm (mediana de 20 mm) e 10 pacientes (62,5%) apresentaram reatividade 
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sorológica ao teste de ELISA. No subgrupo ROE a idade variou de 11 a 63 anos 

(mediana de 42,5 anos), o número de lesões variou de uma a três (mediana de 2 lesões) 

e o tempo de evolução clínica até o diagnóstico e início do tratamento variou de um a 

240 meses (mediana de 2,5 meses). Com relação aos resultados dos exames 

imunológicos, 10 pacientes (100%) apresentaram resultado de IDRM positiva com 

valores variando de 10 mm a 36 mm (mediana de 14 mm) e seis pacientes (60%) 

apresentaram reatividade sorológica ao teste de ELISA.  

O grupo Não Respondedores foi constituído por 28 pacientes, sendo 9 mulheres e 

19 homens, com idades variando entre 18 e 62 anos (mediana de 34 anos). Desses, 18 

pacientes adquiriram a LC no estado do Rio de Janeiro (subgrupo NRRJ) e 10 em outros 

estados do Brasil (subgrupo NROE). No subgrupo NRRJ, a idade variou de 18 a 53 anos 

(mediana de 27 anos), o número de lesões variou de uma a 15 (mediana de 1,5 lesões) e 

o tempo de evolução variou de um a seis meses (mediana de 2 meses). Com relação aos 

resultados dos exames imunológicos, 16 (88,8%) pacientes apresentaram resultado de 

IDRM positiva com valores variando de oito a 27 mm (mediana de 15 mm), 9 pacientes 

(50%) apresentaram reatividade sorológica ao teste de ELISA e 3 (16,6%) apresentaram 

resultado indeterminado a esse teste. No subgrupo NROE, a idade variou de 25 a 62 anos 

(mediana de 34,5 anos), o número de lesões variou de uma a seis (mediana de 1 lesão) e 

o tempo de evolução variou de um a 62 meses (mediana de 11 meses). Com relação aos 

resultados dos exames imunológicos, oito pacientes (80%) apresentaram resultado de 

IDRM positiva, com valores entre 11 e 30 mm (19,5 mm de mediana). Em um dos casos 

esse teste não foi realizado. Ao teste de ELISA, nove pacientes (90%) apresentaram 

reatividade sorológica.  

Informações dos pacientes tais como: gênero, idade, origem geográfica, número 

de lesões, localização da lesão, dados da IDRM e da sorologia (ELISA), considerando 

os subgrupos, são apresentados na Tabela 4. As Tabelas 5 e 6 apresentam informações 

individuais de cada paciente assim como, dados da DL50 e do agrupamento em cluster 

das respectivas amostras estudadas.  
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Tabela 4- Dados clínicos dos pacientes incluídos no estudo. VigiLeish, IPEC, 

FIOCRUZ, 2012. 
 

Subgrupo RRJ - pacientes Respondedores oriundos do estado do Rio de Janeiro  

Subgrupo ROE- pacientes Respondedores oriundos de outros estados  

Subgrupo NRRJ - pacientes Não Respondedores oriundos do estado do Rio de Janeiro  

Subgrupo NROE- pacientes Não Respondedores oriundos de outros estados  

1- lesões localizadas em pernas e pés; 2- lesões em outras áreas do corpo 

Valores entre parênteses indicam valores das medianas. 

 

 

 

     Respondedores  Não Respondedores 

Dados dos 

pacientes 
Subgrupo 

RRJ (n=16) 
Subgrupo 

ROE (n= 10) 
Subgrupo 

NRRJ (n= 18) 
Subgrupo 

NROE (n= 10) 
N° de Homens/ 

Mulheres 
6/10 4/6  10/8 9/1 

Extremos da 

Idade (anos) 
22 – 57 (40)  11 – 63 (42,5)  18 – 53 (27)  25 – 62 (34,5)  

Extremos N° de 

lesões 
1 – 2  (1)  1 – 3  (2)  1 -15 (1,5)  1 – 6  (1)  

Localização das 

lesões 

1= 7 
2= 9 

1= 4 
2= 6 

1= 11 
2= 7 

1= 3 
2= 7 

T. Evol (meses) 1 – 3  (1)  1 – 240 (2,5)  1 – 6 (2)  1 – 62 (11)  

Reatores àIDRM 15 (93,7%)  10 (100%)  16 (88,8%)  8 (80%)  

Extremos da 

medida IDRM 

(mm) 

7 – 60 (20)  10 – 36 (14)  8 – 27 (15)  11 – 30 (19,5)  

Reatores ao 

ELISA 
10 (62,5%)  6 (60%)  9 (50%)  9 (90%)  



 

 

36 

 

Tabela 5- Dados gerais do grupo Respondedores ao tratamento da LC com antimoniato de meglumina (5mg Sb
v
/Kg/dia , composto por 26 

pacientes.VigiLeish, IPEC, FIOCRUZ, 2012. 

 

 

Código 

da 

amostra 
Gênero 

Idade 
(anos) 

Área endêmica 

provável de 

aquisição da LC 

Nº de 

lesões 
Localização 

da lesão 
Data do 

isolamento 

Dados do 

diagnóstico DL50 
Cluster/Sub 

cluster 

   IDRM 
(mm) 

ELISA   

 Casos oriundos do estado do Rio de Janeiro - subgrupo RRJ   

554 M 28 Mun RJ- 

Santissimo 

1 pé 20/04/1999 57 NR 6,0 ± 0,1 I/I 

600 M 49 Mun RJ  2 t 17/08/2000 25 NR 3,9 ± 0,2 I/I 

766 M 21 Mun RJ - Campo 

Grande 

1 pé 20/09/2002 20 NR 4,8 ± 0,2 I/II 

768 F 28 Mun RJ -Campo 

Grande 

1 ms 07/10/2002 22 R 6,0 ± 0,3 I/II 

789 F 41 Mun Paracambi 2 pé 26/11/2002 18 NR 2,0 ± 0,4 I/I 

811 M 41 Mun RJ- Campo 

Grande 

1 pé 17/02/2003 20 R 2,8 ± 0,1 I/II 

983 F 40 Mun RJ- Campo 

Grande 

1 pé 09/02/2004 7 NR 4,5 ± 0,2 I/II 

986 M 40 Mun Com. Levy 

Gasparian 

1 ms 03/03/2004 30 R 4,8 ± 0,2 I/II 

133 F 46 Mun RJ- Campo 

Grande 

1 ms 25/11/2004 60 NR 3,0 ± 0,0 I/II 

299 F 35 Mun São Fidélis 1 t 21/12/2005 7 R 4,2 ± 0,3 I/I 

469 F 44 Mun de São Fidélis 1 t 28/12/2005 23 NR 4,5 ± 0,1 I/I 

317 F 42 Mun RJ- Bangu 1 mi 23/01/2006 20 R 1,9 ± 0,2 I/I 

409 F 39 Mun RJ- Bangu 1 t 26/06/2006 POS R 4,7 ± 0,2 

 

I/I 

501 F 22 Mun São Fidélis 1 pé 17/01/2007 16 R 3,4±0,08 I/I 

1071 M 35 Mun RJ  1 ms 01/10/2007 NR R 3,5 ± 0,1 I/II 

1107 F 57 Mun RJ-Taquara  1 t 30/01/2008 25 NR 2,4 ± 0,2 I/I 
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Código 

da 

amostra 
Gênero 

Idade 
(anos) 

Área endêmica 

provável de 

aquisição da LC 

Nº de 

lesões 
Localização 

da lesão 
Data do 

isolamento 

Dados do 

diagnóstico DL50 
Cluster/Sub 

cluster 

   IDRM 
(mm) 

ELISA   

Casos oriundos de outros estados - subgrupo ROE  

622 M 49 Goiás 3 mi 29/11/2000 22 NR 5,1±0,05 I/I 

765 F 49 Amazonas 2 c, mi 30/09/2002 10 NR 3,7±0,3 II/II 

812 M 25 Amazonas 2 c, t, 22/01/2003 16 NR 4,5±0,4 II/I 

891 M 23 Minas Gerais 1 ms 07/08/2003 11 ID 3,7±0,3 I/II 

992 F 41 Espírito Santo 2 ms 03/04/2004 25 NR 4,6±0,2 I/I 

095 F 44 Bahia 2 c 22/10/2004 36 R 5,4±0,1 I/II 

420 F 27 Minas Gerais  1 mi 29/05/2006 POS R 3,5±0,1 II/I 

1132 F 63 Bahia 2 t, ms,c 14/04/2008 12 R 5,5±0,2 I/I 

1450 F 11 Bahia 1 mi 08/02/2010 20 R 4,1 ± 0,1 II/II 

1453 M 45 Bahia 3 t, ms 24/02/2010 12 R 3,7 ± 0,4 II/II 

Legenda: R- reator; NR- não reator; ID- indeterminado, t- tórax; mi- membros inferiores; ms- membros superiores; c- cabeça; POS- positivo. 

                Os dados de reatividade ao teste de ELISA foram todos obtidos pré-tratamento.  
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Tabela 6-  Dados gerais do grupo Não Respondedores, tratamento da LC com antimoniato de meglumina (5mg Sb
v
/Kg/dia), composto por 28 

pacientes 

 
Código 

da 

amostra 
Gênero 

 
Idade 
(anos) 

Área endêmica 

provável de 

aquisição da LC 

 
Nº de 

lesões 

 
Localização 

da lesão 

Data do 

isolamento 

Dados do 

diagnóstico DL50 
Cluster/ Sub 

cluster 

 
  IDRM 

(mm) 
ELISA   

 Casos oriundos do estado do Rio de Janeiro - subgrupo NRRJ   

952 M 43 Mun Casemiro de 

Abreu 

2 mi, c 20/10/2003 12 R 5,7 ± 0,1 I/I 

096 F 23 Mun RJ - Campo 

Grande 

1 pé 31/11/2004 15 R 6,4 ± 0,3 II/I 

145 M 40 Mun RJ - Campo 

Grande 

2 pé 07/01/2005 11 R 4,6 ± 0,4 I/II 

222 M 31 Mun RJ - Campo 

Grande 

3 c 14/02/2005 11 R 4,5 ± 0,02 II/I 

261 F 20 Mun Nova Iguaçu 2 ms;c 12/09/2005 27 ID 4,5 ±0,02 II/I 

291 F 21 Mun RJ- Campo 1 ms 07/12/2005 POS R 5,9 ± 0,2 

 

II/I 

310 F 48 Mun de Saquarema 1 ms 25/01/2006 25 NR 6,3 ± 0,3 II/I 

328 M 45 Mun de Carmo 15 c, t, mi, pé 20/02/2006 15 NR 3,1 ± 0,2 I/I 

345 M 59 Mun RJ - Campo 

Grande 

5 t; ms 22/03/2006 20 NR 5,4 ± 0,2 I/I 

378 F 19 Mun RJ - Campo 

Grande 

1 pé 17/04/2006 15 NR 5,2 ±0,04 I/I 

426 M 22 Mun de Resende 1 pé 02/08/2006 21 R 6,2 ±0,06 I/II 

475 F 43 Mun RJ - Campo 

Grande 

2 pé 08/11/2006 20 ID 2,3 ±0,1 I/II 

489 M 19 Mun Eng. Paulo de 

Frontim 

1 pé 11/12/2006 8 R 5,2 ± 0,4 I/I 

530 M 18 Mun RJ - Campo 

Grande 

1 pé 07/05/2007 8 NR 4,8 ± 0,1 I/I 

1059 F 18 Mun RJ - Bangu 2 pé 27/08/2007 4 R 5,2 ±0,04 II/I 

1127 M 22 Mun Itaguaí 1 pé 19/05/2008 NR NR 5,0 ± 0,1 II/II 

1563 F 36 Mun Trajano de 

Moraes 

4 ms 29/09/2010 POS ID 5,4 ±0,08 II/II 

1517 M 53 Trajano de Moraes 1 ms 23/08/2010 POS R 5,0 ± 0,3 I/I 
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Código 

da 

amostra 
Gênero 

 
Idade 
(anos) 

Área endêmica 

provável de 

aquisição da LC 

 
Nº de 

lesões 

 
Localização 

da lesão 

Data do 

isolamento 

Dados do 

diagnóstico DL50 
Cluster/ Sub 

cluster 

   IDRM 
(mm) 

ELISA   

 Casos oriundos de outros estados do Brasil- grupo NROE   

643 M 34 Minas Gerais 1 ms 04/05/1998 15 R 5,4 ± 0,2 II/I 

689 M 62 Bahia 2 c 02/03/2001 30 R 3,8±0,02 II/II 

737 F 51 Minas Gerais - 

Além Paraíba 

1 mi 25/09/2002 19 R 4,8 ± 0,5 II/I 

946 M 32 Manaus  2 c, t,  22/09/2003 22 R 6,1 ± 0,1 I/I 

255 M 34 Amazonas 2  mi 19/09/2005 20 NR 5,2±0,1 II/II 

389 M 50 Bahia 2 t, ms, c 15/05/2006 POS R 5,7 ± 0,3 II/I 

1030 M 46 Manaus 2 mi 24/04/2006 20 NR 6,1 ± 0,1 I/I 

1284 M 35 Bahia 1 mi 02/03/2009 NR R 5,8 ± 0,2 II/II 

1300 M 27 Amazonas 1 mi 09/03/2009 IG R 3,8 ± 0,2 II/I 

1611 M 25 Bahia 3 t, ms 14/03/2011 POS R 4,8 ± 0,1 I/I 

           

 Legenda: R- reator; NR- não reator; ID- indeterminado, c- cabeça; t- tórax; mi- membros inferiores; ms- membros superiores;   POS- positivo;  

                                  IG- ignorado. Os dados de reatividade ao teste de ELISA foram todos obtidos pré-tratamento. 
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Buscando avaliar as diferenças nos resultados de IDRM, quando comparados os 

grupos Respondedores e Não Respondedores, independente do local de infecção, 

observamos que os valores de IDRM encontrados no grupo de Respondedores foram 

mais elevados quando comparados ao grupo de Não Respondedores (p= 0,0301) (Figura 

6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Apresentação gráfica da dispersão dos valores da intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) para os pacientes do grupo Respondedores e do grupo Não 

Respondedoresao tratamento da LC com antimoniato de meglumina (5mg 

Sb
v
/kg/dia). 

 

 

 

Resultados semelhantes foram obtidos quando comparados os pacientes 

Respondedores e Não Respondedores ao tratamento cuja infecção foi adquirida no 

estado do Rio de Janeiro (subgrupos RRJ e NRRJ) (P= 0,0294). O mesmo, não foi 

observado quando foram comparados os subgrupos que adquiriram a infecção em outros 

estados (ROE e NROE) (P= 0,5438). (Figuras 7a e 7b) 
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a 

 

 

 

 

 

 

 

b 

 

 
 

 

Figura 7- Apresentação gráfica da dispersão dos valores da intradermorreação de 

Montenegro (IDRM). a: pacientes do subgrupo RRJ (Respondedores do Rio de 

Janeiro) eNRRJ (Não Respondedores do Rio de Janeiro); b: pacientes do subgrupo 

ROE (Respondedores de outros estados) eNROE (Não Respondedores de outros 

estados). 
 
 
 

 O número de lesões também foi analisado considerando os grupos 

Respondedores e Não Respondedores. Quando a comparação foi feita independente do 

local de infecção não observamos diferenças expressivas entre os grupos (gráfico não 

apresentado). No entanto,quando comparamos os pacientes do Rio de Janeiro, 

constatamos que os Não Respondedores, apresentaram maior número de lesões do que 

os Respondedores, com diferença significativa entre os subgrupos (P = 0,0163). Já entre 

os pacientes oriundos de outros estados não pudemos observar diferenças importantes 

(P= 0,3933).  (Figura 8 a e b). 

 Com relação ao tempo de evolução da doença, não encontramos diferenças 

expressivas entre os grupos e subgrupos (gráfico não apresentado). 
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a 

 

 

 

 

 

 

 

b 

 

 
 

 

Figura 8- Apresentação gráfica da dispersão dos valores de número de lesões. a: 

pacientes do subgrupo RRJ(Respondedores do Rio de Janeiro) eNRRJ(Não 

Respondedores do Rio de Janeiro); b: pacientes do subgrupo ROE(Respondedores de 

outros estados)eNROE (Não Respondedores de outros estados).[deixar claro no grafico 

que os valores da ordenada são número de lesões] 

 

 

5.2 . Análise das amostras de L. braziliensis 

 

5.2.1. Níveis de sensibilidade in vitro ao antimoniato de meglumina 

Nas amostras obtidas dos pacientes Respondedores oriundos do estado do Rio de 

Janeiro (subgrupo RRJ), a DL50 variou de 1,9 a 6,0 mg/mL (média de 3,9±1,2 mg/mL). 

Já no subgrupo de pacientes Não Respondedores oriundos desse mesmo estado (NRRJ) 

os valores da DL50 variaram de 2,3 à 6,4 mg/mL (média de 5,03±1 mg/mL). Os ensaios 

com as amostras dos pacientes dos outros estados a DL50 variou 3,5 a 5,5 mg/mL para o 

subgrupo ROE (média de 4,3±0,7 mg/mL) e de 3,8 a 6,1 mg/mL para o subgrupo NROE 

(média de 5,15±0,84 mg/mL) (Tabela 7).  
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Tabela 7- Valores da DL50 (mg/mL) obtido em ensaios in vitro para formas promastigotas de Leishmania  braziliensis após exposição à 

diferentes concentrações de antimoniato de meglumina, considerando amostras isoladas de pacientes Respondedores (subgrupos RRJ e ROE) e 

Não Respondedores (subgrupos NRRJe NROE) ao tratamento da leishmaniose cutânea com antimoniato de meglumina (5mg Sb
V
/kg/dia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Amostras obtidas de pacientes oriundos do estado do Rio de 
Janeiro DL50(mg/mL) 

 Amostras obtidas de paciente oriundos do outros estados 
do BrasilDL50(mg/mL) 

Código RRJ DL50RRJ Código NRRJ DL50NRRJ Código ROE DL50ROE Código NROE DL50NROE 

768 6,0 ± 0,3 222 4,5 ± 0,02 1453 3,7 ± 0,4 389 5,7 ± 0,3 

983 4,5 ± 0,2 1059 5,2 ±0,04 1450 4,1 ± 0,1 1611 4,8 ± 0,1 

1071 3,5 ± 0,1 096 6,4 ± 0,3 1132 5,5±0,2 946 6,1 ± 0,1 

133 3,0 ± 0,0 1127 5,0 ± 0,1 622 5,1±0,05 737 4,8 ± 0,5 

766 4,8 ± 0,2 952 5,7 ± 0,1 992 4,6±0,2 1300 3,8 ± 0,2 

986 4,8 ± 0,2 261 4,5 ±0,02 891 3,7±0,3 643 5,4 ± 0,2 

554 6,0 ± 0,1 145 4,6 ± 0,4 812 4,5±0,4 1030 5,4 ± 0,3 

789 2,0 ± 0,4 1517 5,0 ± 0,3 095 5,4±0,1 1284 5,8 ± 0,2 

501 3,4 ±0,08 489 5,2 ± 0,4 765 3,7±0,3 689 3,8±0,02 

469 4,5 ± 0,1 328 3,1 ± 0,2 420 3,5±0,1 255 5,2±0,1 

1107 2,4 ± 0,2 378 5,6 ± 0,2     

299 4,2 ± 0,3 345 5,4 ± 0,2     

409 4,7 ± 0,2 530 4,8 ± 0,1     

811 2,8 ± 0,1 426 6,2 ±0,06     

600 3,9 ± 0,2 1563 5,4 ±0,08     

317 1,9 ± 0,2 475 2,3 ±0,1     

  310 6,3 ± 0,3     

  291 5,9 ± 0,2     
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Nas figuras 9 e 10 são apresentadosos gráficos relacionados à curva do 

percentual de inibição para as amostras dos subgrupos RRJ e NRRJ, 

respectivamente,onde a DL50 é indicada através do ponto de interseção da curva com o 

valor que indica 50% de inibição (eixo Y) com a respectiva concentração do 

antimoniato de meglumina (eixo X). Os valores extremos em cada grupo são 

apresentados pelas setas. Para o subgrupo RRJ,os valores extremos foram: 1,9 mg para 

amostra 317 e 6,0 mg/mL para as amostras 554 e 768(média de 3,9±1,2 mg/mL). No 

subgrupo NRRJ, os valores extremos foram: 2,3 mg/mLobtido com a amostra 475 e 6,4 

mg/mL obtido para a amostra 096(média de 5,03±1 mg/mL).  

 

 

 

 

Figura 9- Identificação gráfica dos valores da DL50 de formas promastigotas de L. 

braziliensis de dez amostras representativas do grupo de pacientes Respondedores do 

estado do Rio de Janeiro, expostas a diferentes concentrações de antimoniato de 

meglumina,no intervalo de 24 horas. A DL50 é indicada através do ponto de 

interseção da curva com o valor que indica 50% de inibição (eixo Y) com a respectiva 

concentração do antimoniato de meglumina (eixo X). Os valores extremos máximo e 

mínimo, em cada grupo, são apresentados pelas setas. 
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Figura 10- Identificação gráfica dos valores da DL50 de formas promastigotas de L. 

braziliensis de dez amostras representativas do grupo de pacientes Não 

Respondedores oriundos do estado do Rio de Janeiro, expostas a diferentes 

concentrações de antimoniato de meglumina, no intervalo de 24 horas. A DL50 é 

indicada através do ponto de interseção da curva com o valor que indica 50% de 

inibição (eixo Y) com a respectiva concentração do antimoniato de meglumina (eixo 

X). Os valores extremos máximo e mínimo, em cada grupo,são apresentados pelas 

setas. 

 

 

 Nas figuras 11 e 12 são apresentadosos gráficos relacionados à curva do 

percentual de inibição para as amostras dos subgrupos ROE e NROE, respectivamente.  O 

subgrupo ROE apresentou osseguintes valores extremos: 3,5mg/mL obtido com a 

amostra 420 e 5,5 mg/mL  para a amostra 1132. Identificamos como valores extremos 

da DL50 das amostras do subgrupo NROE: 3,8mg/mL obtido com as amostras 689 e 1330 

e 6,1 mg/mL para a amostra 946.  
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Figura 11- Identificação gráfica dos valores da DL50 de formas promastigotas de L. 

braziliensis das amostras do grupo de pacientes Respondedor, oriundos de outros 

estados, expostas a diferentes concentrações de antimoniato de meglumina, no 

intervalo de 24 horas. ADL50 é indicada através do ponto de interseção da curva com 

o valor que indica 50% de inibição (eixo Y) com a respectiva concentração do 

antimoniato de meglumina (eixo X). Os valores extremos máximo e mínimo, em cada 

grupo,são apresentados pelas setas. 

 

Figura 12- Identificação gráfica dos valores da DL50 de formas promastigotas de L. 

braziliensis das amostras do grupo de pacientes Não Respondedor oriundos de outros 

estados, expostas a diferentes concentrações de antimoniato de meglumina, no 

intervalo de 24 horas. A DL50 é indicada através do ponto de interseção da curva com 

o valor que indica 50% de inibição (eixo Y) com a respectiva concentração do 

antimoniato de meglumina (eixo X). Os valores extremosmáximo e mínimo, em cada 

grupo,são apresentados pelas setas.  
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Utilizando o teste T de Student, avaliamos a diferença entre os valores médios da 

DL50 comparando inicialmente amostras do grupo Respondedores (média 4,08±1,10 

mg/mL) com amostras do grupo Não Respondedores (média 5,07±0,96 mg/mL), 

obtendo valores significativos para a diferença dos valores da DL50 entre os grupos (P= 

0,0007) (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Apresentação gráfica da dispersão dos valores de DL50comparando as 

amostras do grupoRespondedor e amostras do grupo Não Respondedor. 

 

 

 

 

Quando os subgrupos foram analisados separadamente, também observamos 

significância estatística entre os valores da DL50 entre os grupos. Obtivemos valores de 

P=0,0054 para as amostras dos subgrupos RRJ e NRRJ (Figura 14a) e de P=0,0445 para 

as amostras dos subgrupos ROE e NROE (Figura 14b). 
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Figura 14- Apresentação gráfica da dispersão dos valores de DL50comparando as 

amostras do subgrupoRRJe amostras do subgrupo NRRJ (a) e amostras do 

subgrupoROE e amostras do subgrupo NROE (b). 

 

 

 

 

 

Quando comparamos as amostras de L. braziliensis obtidas de pacientes do 

grupo Respondedores do Rio de Janeiro (subgrupo RRJ) com amostras de 

Respondedores de outros estados (subgrupo ROE), não pudemos encontrar diferença 

significante (P= 0,3422). O mesmo se manteve quando amostras do grupo Não 

Respondedores (subgrupos NRRJ e NROE) foram comparados entre si (P= 0,9616) 

(Figura 15a e 15b). 
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a 

 

 

b 

 

 
 

Figura 15- Apresentação gráfica da dispersão dos valores de DL50 comparando as 

amostras de pacientes Respondedores do Rio de Janeiro e de outros estados (a) e 

amostras de pacientes Não Respondedores do Rio de Janeiro e de outros estados (b). 

 

 

5.2.2.  Ensaio da PCR específica 

 

Após a PCR específica para o complexo Leishmania braziliensis, empregando 

alvos dirigidos para região variável dos minicirculos do kDNA, 100% das amostras 

(n=54) de L. braziliensis selecionadas para o estudo, apresentaram produto de 

amplificação com 750 pb como esperado. 

A Figura 16 mostra o resultado da PCR com 10 das 54 amostras do estudo (grupo 

representativo). Estes produtos foram analisados juntamente com o marcador de 

tamanho molecular (DNA-Ladder 100 pb), que forneceu uma base para estabelecer o 

tamanho em pares de base do produto de amplificação gerado pelo iniciador. 
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Figura 16- Eletroforese em gel de agarose a 1,5% mostrando os produtos 

amplificados de amostras representativas do estudo, após a PCR com os iniciadores 

B1/B2. M: marcador molecular DNA Ladder 100 pb; Linhas de 2 a 10 no gel: 

amostras de pacientes. 
 

 

 

 

5.2.3.  Avaliação da heterogeneidade genética intrapopulacional de L. braziliensis 

 

Pelos perfis polimórficos obtidos com a técnica de LSSP-PCR foi possível 

evidenciar a variabilidade genética intrapopulacional nas amostras de L. braziliensis, 

identificando perfis com diferentes graus de complexidade, considerando os grupos e 

subgrupos. 

As análise foram feitas delimitando uma faixa compreendida entre 300 e 800 

pb onde as amostras compartilhavam fragmentos majoritários em comum (Figura 17). 
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Figura 17- Perfis gerados por LSSP-PCR mostrando a variabilidade genética de 10 

amostras de L. braziliensis, representativas do estudo, considerando os grupos A e B. 

M: marcador molecular DNA Ladder 100 bp; Linhas de 1 a 6 no gel: códigos das 

amostras de pacientes Respondedores ao tratamento; Linhas de 7 a 10 no gel: códigos 

das amostras de pacientes Não Respondedores ao tratamento. 

 

Na análise fenética, realizada considerando as amostras dos grupos 

Respondedores e Não Respondedores, na sua totalidade, observamos a formação de dois 

principais clusters (Cluster I e Cluster II) que ligam-se entre si por um coeficiente de 

similaridade de 0.70. A amostra de nº 946 obtida de paciente do subgrupo NROE 

mostrou-se geneticamente mais diferenciada, ligando-se ao subcluster 1 por um 

coeficiente de similaridade de 0.77, dividindo 77% de caracteres em comum com as 

amostras do subcluster 1. 

Quando avaliamos amostras de pacientes procedentes do estado do Rio de 

Janeiro com o de outros estados, observamos que não houve estruturação entre os 

grupos Respondedores e Não Respondedores. Um total de 46.4% (13/28) dos Não 

Respondedores foi agrupado no cluster I e 53.6% (15/28) no cluster IIA Figura 18 

mostra o dendrograma baseado nos perfis de amplificação das 54 amostras estudadas 

por LSSP-PCR, utilizando-se o coeficiente de Simple Matching e algoritmo de 

agrupamento UPGM. 
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Figura 18- Análise fenética utilizando-se o coeficiente de concordância simples (Simple Matching) e o algoritmo de UPGMA mostrando o 

agrupamento dos perfis de amplificação por LSSP-PCR em amostras de L. braziliensis isoladas de pacientes com diferentes desfechos após 

tratamento da LC com o antimoniato de meglumina. Dois clusters (I e II) foram identificados. L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) 

constitui a amostra de referência utilizada. 
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Para a análise fenética, consideramos agora as amostras isoladas de pacientes do 

Rio de Janeiro, contemplando os subgrupos RRJ e NRRJe o dendrograma gerado 

identificou a formação de 3 clusters. O cluster I foi composto por 12 amostras, das quais 

67% (8 amostras) eram de pacientes Respondedores e 33% (4 amostras) de pacientes 

Não Respondedores. O cluster II foi composto por 14 amostras, das quais 57% (8 

amostras) eram de pacientes Respondedores e 43% (6 amostras) de pacientes Não 

Respondedores Já o cluster III agrupou 8 amostras das quais 100% eram de pacientes 

Não Respondedores. O dendrograma gerado com esta análise é mostrado na Figura 19. 
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Figura 19- Análise fenética utilizando-se o coeficiente de concordância simples (Simple Matching) e o algoritmo de UPGMA mostrando o 

agrupamento dos perfis de amplificação por LSSP-PCR em amostras de L. braziliensis isoladas de pacientes oriundos do estado do Rio de 

Janeiro, com diferentes desfechos após tratamento da LC com o antimoniato de meglumina. 
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6. Discussão 

 

Os antimoniais pentavalentes são utilizados no tratamento de todas as formas de 

leishmaniose há décadas e apesar da sua eficácia, uma grande variabilidade de respostas 

é relatada, observando-se desde a cura clínica até a ocorrência de recidivas e falhas 

terapêuticas (Minodier & Parola, 2007). Aspectos dos parasitos podem contribuir para 

os diferentes desfechos e, o nosso trabalho vem contribuir com informações 

relacionadas à heterogeneidade genética e níveis de sensibilidade de um grupo de 

amostras de L. braziliensis isoladas de casos Respondedores e Não Respondedores ao 

tratamento pelo antimoniato de meglumina.  

Para a realização de estudos envolvendo os parasitos, é de fundamental 

importância não só o isolamento de Leishmania, mas também a sua recuperação após a 

criopreservação. Embora exista uma perda esperada de amostras criopreservadas, a 

razão para este fato ainda é pouco discutida na literatura. Nosso resultados corroboram 

com o estudo de Coutinho et al., (2011) que neste mesmo banco, relatou uma perda de 

cerca de 13,5% em amostras que foram congeladas por períodos maiores que cinco 

anos. Tais dados sugerem que amostras criopreservadas por longos períodos possam não 

ser recuperadas, havendo a necessidade de avaliações periódicas dessas amostras.  

Um ponto também necessário nesse tipo de estudo e, considerado aqui, foi a 

uniformização da fase de crescimento dos parasitos utilizados nos ensaios. Utilizamos 

formas promastigotas de fase infectiva e em fase estacionária de crescimento, já que o 

potencial infectivo de amostras de Leishmania é uma característica fundamental que 

deve ser estabelecida quando se propõe avaliar os níveis da sensibilidade in vitro (Bates 

et al, 1988). A expressão de diferentes proteínas de superfície desses parasitos está 

relacionada com determinadas fases do crescimento e, por essa razão, a garantia da 

infectividade das amostras estudadas foi necessária. Além disso, buscamos uniformizar 

todas as etapas que envolveram tais ensaios, procurando controlar variáveis 

relacionadas ao processo de multiplicação dos parasitos em meio de cultura. Todos os 

ensaios foram realizados com amostras até a 5ª passagem, semeadas sempre no mesmo 

tipo de garrafa e com o mesmo volume de meio de cultura. A fase estacionária 

empregada para as amostras de L. braziliensis correspondeu ao 3° ou 4° dias do 

crescimento, como já preconizada em outros estudos. Assim como foram padronizadas 

também todas as etapas  para realização da técnica de PCR, com medição do 
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comprimento de corrida, preparo dos géis e reações padronizadas para assegurar a 

confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (Moreira et al., 1998; Miranda, 2011; 

Oliveira et al., 2012). Todos esses passos mencionados acima nem sempre são descritos 

e discutidos nas publicações, mas garantem a confiabilidade nos resultados aqui obtidos. 

Embora a eletroforese de isoenzimas seja considerada padrão-ouro na tipagem 

de parasitos do gênero Leishmania, o resultado é obtido pela comparação do padrão 

eletroforético com amostras de referência. As amostras caracterizadas como L. 

guyanensis foram isoladas de pacientes pertencentes ao grupo NROE, os quais 

provavelmente adquiriram a infecção na cidade de Manaus (AM), onde L. guyanensis é 

endêmica (Camara-Coelho et al., 2011). Outras quatro amostras componentes do estudo 

não puderam ser identificadas por esse método. Isso pode ter ocorrido pelo fato de não 

termos utilizado todas as amostras de referência representantes do subgênero Viannia 

nos ensaios de caracterização. Sabemos que espécies como L. naiffi, L. lainsoni e L. 

shawi são encontradas na região Amazônica (Tojal da Silva et al., 2006), sendo uma das 

possibilidades para as duas amostras não identificadas que foram isoladas de pacientes 

que possivelmente adquiriram a infecção na região amazônica. Outra possibilidade para 

este resultado pode estar relacionado à elevada variabilidade genética de algumas 

espécies, as quais podem apresentar inúmeras variantes isoenzimáticas. Na região 

amazônica já foi relatado um elevado polimorfismo intra-específico de L. braziliensis 

(Cupolillo et al., 1998). Neste caso, é importante ressaltar que o número de sistemas 

enzimáticos do estudo deve ser ampliado (Cupolillo et al., 2003; Rocha-Lima, 2009) e 

outras técnicas utilizadas  para tipagem (Pacheco et al., 1997; Baptista et al., 2009). 

Embora tais amostras tenham sido retiradas de nosso estudo, a sua caracterização está 

em andamento através da técnica de RFLP, cujos resultados preliminares demonstraram 

que essas quatro amostras pertencem ao complexo L. braziliensis, reforçando as 

observações citadas acima. Portanto, esses resultados ressaltam dois pontos relevantes: 

i) a importância da caracterização etiológica para realização destes estudos e, ii) o 

monitoramento das espécies de Leishmania que podem estar sofrendo migrações, 

conforme o deslocamento humano e instalando-se em outras regiões. 

O esquema de baixa dose de antimonial pentavalente (5mg Sb
v
/kg/dia) vem 

sendo empregado com boa eficácia e pouca toxicidade há vários anos no Instituto de 

Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ) (Oliveira-Neto et al., 1996; 

Oliveira-Neto et al., 1997 a; Oliveira-Neto et al., 1997 b; Schubach et al., 2005). Apesar 

de tais esquemas apresentarem boa resposta terapêutica, em torno de 80% dos casos, 
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como visto no VigiLeish,  no grupo de pacientes selecionados para o nosso estudo, uma 

parcela de casos, submetidos ao mesmo esquema, apresentou má resposta ao tratamento. 

 Alguns estudos têm aventado hipóteses de que os casos de falha terapêutica e 

recidivas possam estar relacionados às características genéticas das espécies de 

Leishmania de uma dada região. No Rio de Janeiro, uma taxa em torno de 16% de 

reativação da LTA tem sido descrita (Oliveira-Neto et al, 1997).Variáveis como idade, 

esquema terapêutico, forma clínica, número de lesões, tempo de evolução da doença, 

presença de co-mobidades estão entre as variáveis que podem influenciar tal resposta 

(Rodrigues et al., 2006), dados relacionados ao esquema terapêutico foram controlados, 

incluindo o fármaco, via de administração e número de doses recebidas. Da mesma 

forma, não foram incluídos pacientes com co-morbidades. 

Os dados clínicos do grupo de pacientes Respondedores estavam de acordo com 

o padrão clássico apresentado pela LTA e foi considerado na seleção desse grupo. Com 

relação ao gênero, constatamos que o grupo de pacientes Respondedores apresentou 

maior número do gênero feminino, sendo o inverso observado nos grupos de pacientes 

Não Respondedores, onde os homens predominaram. Esses dados podem sugerir que as 

mulheres apresentam, em média, melhor resposta ao tratamento do que os homens ou 

mesmo que estas têm melhor adesão ao tratamento, no entanto, o grupo estudado pode 

ter sofrido um viés de seleção, já que consideramos apenas os pacientes cujas amostras 

de Leishmania foram recuperadas. Outros estudos, considerando a amostragem total do 

banco do Vigileish estão sendo conduzidos. A variação nas idades dos pacientes 

estudados deu-se, principalmente no grupo ROE. Observamos uma grande variação no 

tempo de evolução das lesões entre os grupos de outros estados, o que pode ser devido à 

disponibilidade de atendimento médico específico e diagnóstico. 

No entanto, apesar de não termos encontrado diferença estatisticamente 

significativa, o tempo de evolução das lesões cutâneas foi superior no grupo de Não 

Respondedores. Sendo nossos resultados inversos ao relatado no estudo de Antônio 

(2012). O grupo de pacientes Não Respondedores apresentou tempo de evolução maior, 

com grande variação de valores, atingindo até 63 meses. Já o grupo de Respondedores 

apresentou tempo de evolução entre 2 e 4 meses após a infecção. Isto pode ser devido a 

disponibilidade de atendimento médico específico e diagnóstico mais precoce no Rio de 

Janeiro, em especial como é oferecido no serviço do Vigileish. Esse dado também 

sugere que o tempo de evolução da doença possa interferir na resposta terapêutica.  

No IPEC, dados sorológicos obtidos pelo ELISA têm sido utilizados não só para 
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o diagnóstico da LTA, mas principalmente na avaliação do prognóstico dos pacientes 

durante o tratamento e após cura clínica (Mouta-Confort, 2009). Com relação aos 

resultados sorológicos obtidos para os pacientes estudados, observamos que não houve 

diferenças entre os grupos Respondedores e Não Respondedores, nem mesmo quando 

comparamos os pacientes do Rio de Janeiro e de outros estados. Cerca de 50% dos 

pacientes, em ambos os grupos, foram reatores ao ELISA. Quando avaliamos esse dado, 

considerando os subgrupos, constatamos que o subgrupo NROE apresentou maior 

percentual de pacientes reatores (90%), no entanto, esse dado não apresentou 

significância estatística, quando comparamos tal percentual com os outros subgrupos, 

indicando que avaliações dicotômicas (reator e não reator) não são bons parâmetros para 

comparações com o desfecho terapêutico e que talvez a intensidade das densidades 

ópticas (DOs) pudesse trazer informações mais importantes nesse contexto, como 

descrito por Mouta-Confort (2009). 

Os resultados dos ensaios envolvendo a avaliação de sensibilidade in vitro de 

amostras de Leishmania também estão condicionados afatores relacionados à espécie do 

parasito e à forma evolutiva, se promastigotas ou amastigotas. Com relação à forma, 

estudos têm mostrado que tanto promastigotas como amastigotas são sensíveis aos 

antimoniais (Azeredo-Coutinho et al, 2007), embora formas promastigotas necessitem 

de doses mais elevadas do fármaco. As doses empregadas em nosso estudo tomaram por 

base a padronização e os resultados obtidos por Miranda (2011) e apresentaram variação 

de valores da DL50 similares para as amostras de pacientes Respondedores e Não 

Respondedores. Entretanto, quando avaliamos as médias, encontramos valores 

significativamente menores para as amostras de pacientes Respondedores do que para 

Não Respondedores. Portanto, amostras isoladas de pacientes Respondedores foram 

mais sensíveis ao antimoniato de meglumina nos ensaios in vitro, tanto para o grupo do 

Rio de Janeiro, como para o grupo de outros estados. Esse dado sugere uma possível 

associação da sensibilidade e da boa resposta terapêutica da LC.  

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro, muitas vezes são extrapolados para 

correlacionar aspectos clínicos dos pacientes. Ouakad et al., (2011) em seu estudo, 

conseguiu demonstrar, que cepas consideradas resistentes ao antimonial pentavalente, 

na forma promastigota, desenvolvem em média duas vezes mais formas metacíclicas e 

correlacionou estes resultados à linhagens mais virulentas que produziam maior carga 

parasitária. Entretanto, na correlação à aspectos de resposta terapêutica, mais 

precisamente os casos de má resposta, é importante mencionar que vários fatores podem 
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influenciar tais resultados, cuja interpretação deve ser feita com cautela, antes de 

atribuir possível resistência parasitária às amostras com níveis de DL50 elevada.  

Dentre os fatores que podem influenciar na sensibilidade ao antimoniato de 

meglumina está a origem geográfica das amostras de Leishmania. Considerando os 

nossos resultados, as diferenças nos valores médios de DL50 entre amostras de L. 

braziliensis obtidas do Rio de Janeiro comparadas com amostras de L. braziliensis de 

outros estados não foram significantes, mostrando tendências de sensibilidade similares, 

embora as amostras de outros estados avaliadas tenham sido em menor número. 

Contrariamente, em estudo feito por Azeredo-Coutinho e seus colaboradores em 2007, a 

sensibilidade ao antimoniato de meglumina de formas promastigotas de L. braziliensis, 

isoladas no Rio de Janeiro, foi semelhante a sensibilidade de L. braziliensis isoladas de 

outras localidades. Foi observado que a DL50 das amostras de linhagens locais de L. 

braziliensis foram consideravelmente menores do que daqueles isolados de outras 

localidades, concluindo que as amostras circulantes no município do Rio de Janeiro 

seriam mais sensíveis ao antimoniato de meglumina. Já em outro estudo, Zauli- 

Nascimento et al, (2010) encontraram níveis efetivos cerca de três vezes maiores para  

L. braziliensis que para L. amazonensis, sugerindo que as diferentes espécies de 

Leishmania possuem sensibilidade diferenciada nos ensaios in vitro. Entretanto, tais 

resultados não apresentaram qualquer correlação com a resposta terapêutica dos 

pacientes dos quais as amostras foram isoladas. Sobre esta última observação não 

podemos comentar, já que em nosso estudo utilizamos somente amostras identificadas 

como L. braziliensis para essa avaliação. 

Da mesma forma, em nosso estudo, observamos que o grupo de Respondedores, 

independente de sua origem geográfica, apresentou valores da IDRM significativamente 

maiores que o grupo de Não Respondedores, este resultado se mantém quando 

comparamos apenas os grupos com infecção adquirida no Rio de Janeiro, entretanto o 

mesmo perfil não se reproduz nos grupos de pacientes de outros estados. O baixo 

número de amostras analisadas de outros estados pode ter influenciado para que isto não 

ocorresse nos grupos de pacientes de outros estados. Este resultado parece ter 

associação com o estudo de Antônio (2012), que estudando aspectos da IDRM em 

pacientes com LTA atendidos no IPEC, observou que pacientes que apresentaram falha 

terapêutica ao antimoniato de meglumina, apresentavam reações de IDRM menos 

intensas que pacientes que evoluíram para a cura clínica. Considerando nossos 

resultados, observamos que os valores médios da IDRM foram significativamente 



 

 

60 

 

maiores no grupo de pacientes Respondedores (p=0,0301). Essa observação, de certa 

forma, corrobora os resultados obtidos com o grupo estudado por Antônio e seus 

colaboradores, e sugere que a IDRM possa ser um indicativo de resposta terapêutica da 

LC, onde a resposta imune do paciente parece colaborar para a eficácia do antimoniato 

de meglumina. 

A diversidade genética dos parasitos do gênero Leishmania, especialmente as 

pertencentes ao subgênero Viannia já foi apontada em vários estudos (Cupollilo et al., 

1997; Cupolillo et al., 2003; Ishikawa et al., 2002) e pode estar relacionada com o 

envolvimento de diferentes hospedeiros (vertebrados e invertebrados) nos ciclos de 

transmissão. Leishmania braziliensis é um representante deste subgênero com elevada 

prevalência nas infecções humanas, sendo o conhecimento de sua heterogeneidade 

genética muito importante para a compreensão de aspectos que envolvem a interação 

parasito/hospedeiro. O estudo da variabilidade genética desses parasitos busca, 

principalmente, traçar possíveis correlações com as distintas formas clínicas, padrões de 

evolução da doença e, às respostas terapêuticas (Baptista et al, 2009; Oliveira, 2011). 

Nesse contexto, técnicas moleculares, baseadas na PCR são utilizadas e a escolha do 

alvo molecular é fundamental para que sejam obtidas informações adequadas. Em nosso 

estudo, utilizamos a técnicas de LSSP-PCR também utilizada por outros autores nessa 

abordagem (Baptista et al., 2009; Baptista, 2012; Oliveira et al., 2011; Oliveira, 2011). 

Observamos que todas as amostras apresentaram a banda diagnóstica de 750 pb, 

correspondente a amplificação da região variável do minicírculo do kDNA de L. 

braziliensis, confirmando os resultados obtidos por isoenzimas. Cabe ressaltar que os 

iniciadores utilizados na técnica de PCR embora sejam específicos para diferentes 

espécies do complexo L. braziliensis, levaram em consideração a tipagem inicial por 

isoenzimas, descartando qualquer outra espécie de Leishmania do subgênero Viannia ou 

Leishmania. 

Leishmania braziliensis é composta por populações de elevada heterogeneidade 

genética. Em nosso estudo, buscamos associar possíveis padrões genéticos com a 

resposta terapêutica apresentada pelos casos selecionados. Decuypere e seus 

colaboradores, em 2012 estudaram duas populações de L. donovani isoladas de casos do 

Nepal, visando observar a heterogeneidade genética nestas populações naturais de 

parasitos, sob a pressão do tratamento pelo antimonial pentavalente. O distinto perfil 

encontrado no seu estudo forneceu evidências de que mecanismos moleculares possam 

guiar o surgimento de fenótipo relacionado à resistência parasitária. Estudos já 
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levantaram hipóteses de que fatores relacionados ao estresse inerente ao ambiente 

natural dos parasitos, por exemplo, estresse oxidativo da célula hospedeira podem 

também influenciar esse mecanismo (Yardley et al., 2006; Ait-Oudhia et al., 2011; Perry 

et al., 2011). A exposição diferencial a tais fatores, teoricamente poderia resultar em 

alterações moleculares nos parasitos. No entanto, parece improvável aos pesquisadores, 

que diferenças ambientais tenham sido a força motriz na formação da heterogeneidade 

de linhagens resistentes nas amostras de parasitos estudadas, desde que as duas 

populações são originárias da mesma região endêmica e provavelmente tenham sido 

expostas a pressões ambientais similares. Baseados nestes achados, a equipe formulou a 

hipótese de que as diferenças no “background” genético foram a maior força motriz no 

desenvolvimento dos fenótipos heterogêneos de resistência. O “background” genético 

do parasito determina a capacidade intrínseca do mesmo de lidar com o estresse pelo 

antimonial, sendo essa capacidade intrínseca e variável entre populações genéticas 

distintas (Decuypere et al., 2012). 

Observando os resultados gerados pela técnica de LSSP-PCR nas amostras 

estudadas, sem levar em conta a origem geográfica dos pacientes, observamos a 

formação de dois clusters principais, neles não observamos segregação quanto ao tipo 

de resposta terapêutica, embora o cluster II tenha concentrado maior número de 

amostras de casos Não Respondedores (16/20). Já quando ocorre a separação em 

subclusteres, pequenos detalhes podem ser destacados. No subcluster I do Cluster I não 

observamos segregação quanto ao tipo de resposta, mas podemos constatar a presença 

de 13 amostras agrupadas com 100% de similaridade entre seus genes, entre as quais 

estão cinco amostras de pacientes Não Respondedores do Rio de Janeiro. Já no 

subcluster II, constatamos um agrupamento de amostras obtidas de pacientes 

Respondedores das quais 75% corresponde à pacientes do Rio de Janeiro (9/12). Nesse 

subcluster, também observamos o agrupamento de quatro amostras apresentando 100% 

de caracteres similares, sendo todas de pacientes do Rio de Janeiro. Esse resultado 

sugere que L. braziliensis circula nos hospedeiros em clones genéticos diferenciados. 

No subcluster I do cluster II observamos novamente a segregação, com amostras de 

pacientes Não Respondedores, totalizando 83,4% (10/12) das amostras. Aqui, 

evidenciamos a presença de seis amostras compartilhando 100% de caracteres similares, 

agrupadas duas a duas e no subcluster II temos 62,5% (5/8) de agrupamento de amostras 

de Não Respondedores que compartilham aproximadamente 83% de similaridade 

genética. Neste mesmo agrupamento temos quatro amostras que apresentam 
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compartilhamento de 100% de seu genoma idêntico.  

Quando analisamos as amostras de pacientes do Rio de Janeiro separadamente, 

vimos que foi possível a separação de casos representativos do grupo Respondedores e 

Não Respondedores. O cluster I foi composto por 77,8% (7/9) de pacientes 

Respondedores, neste cluster, quatro amostras apresentaram 100% de similaridade. No 

cluster II, oito amostras apresentaram 100% de similaridade, mas não houve segregação 

por tipo de resposta ao tratamento, 52,9% (9/17) de amostras pertenciam ao grupo 

Respondedores. O cluster III foi composto exclusivamente por amostras de pacientes 

Não Respondedores que compartilham aproximadamente 72% de caracteres similares, 

este cluster reuniu duas amostras com 100% de similaridade.  

É interessante notar que a maioria das amostras que se apresentaram agrupadas 

compartilhando 100% de similaridade genética, independente da origem geográfica, 

foram sempre pertencentes ao mesmo grupo (Respondedores ou Não Respondedores). 

Houve exceção de um caso, observado com uma amostra de paciente Não Respondedor 

do Rio de Janeiro (nº 1563) que ficou agrupada com uma amostra de paciente 

Respondedor de outros estados (nº 765) (Figura 18). 

Todos esses resultados, obtidos através das análises moleculares, podem ser 

vistos na formação dos dendrogramas apresentados nos resultados deste estudo e 

demonstram a existência de grande variabilidade genética entre isolados de 

L.braziliensis, como já foi evidenciado em outros estudos. No entanto, podemos sugerir 

que a variabilidade de respostas terapêutica observada no grupo estudado, não está 

relacionada exclusivamente a esses padrões genéticos. Baptista et al., (2011) também  

não conseguiu agrupar padrões genéticos às amostras isoladas antes e após a 

terapêutica, nem tampouco a forma clínica apresentada pelo paciente (Baptista et al., 

2009). 

Ainda nesse contexto, a teoria da propagação clonal, proposta por Tibayrenc e 

colaboradores (1990), sugere a presença de genótipos predominantes, tanto em 

localidades particulares quanto em extensas áreas geográficas e por longos períodos de 

tempo. A estrutura populacional clonal é um modelo que reforça tanto a existência de 

elevada diversidade inter-espécies, como também de diferenças intra-espécies, podendo 

ter impacto clínico e epidemiológico. Embora as amostras de L. braziliensis circulantes 

no Rio de Janeiro sejam consideradas como uma população geneticamente homogênea 

(Lopes et al., 1984; Cupolillo et al., 2003), dados obtidos neste estudo, identificaram 

certa variabilidade genética nesta população. Isso pode ser devido à hipótese acima 
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descrita, ou mesmo, devido à técnica escolhida para essa análise, pois a LSSP-PCR 

constitui um marcador polimórfico (Baptista et al., 2009; Oliveira et al., 2010). É 

possível que a variabilidade intra-específica de populações circulantes nas áreas 

endêmicas de L.braziliensis possa influenciar na expressão clínica e prognóstica da 

LTA, no entanto, as espécies de Leishmania circulam na natureza, como um conjunto de 

sub-populações  heterogêneas. A policlonalidade de algumas amostras, como resultado 

de um inóculo inicial heterogêneo (Pacheco et al., 1990) ou o acúmulo de múltiplas 

infecções independentes em indivíduos vivendo em áreas endêmicas (Saravia et al., 

1990) tem sido relatada. 

Empregando a técnica de LSSP-PCR com amostras de L. infantum isoladas de 

diferentes reservatórios, Alvarenga e colaboradores (2012) demonstraram que padrões 

genéticos dessa espécie estão relacionados com a origem do reservatório (humano ou 

canino), no entanto, os autores não conseguiram associar padrões genéticos com a 

origem geográfica dos isolados estudados. Em nosso estudo, também não conseguimos 

associar padrões genéticos de L. braziliensis exclusivos com a origem geográfica de 

procedência dos pacientes. 

Evidências de que o sistema imune do hospedeiro possa desempenhar um 

importante papel na seleção de populações de parasitos também tem sido relatado 

(Macedo et al., 1998; Brito et al., 2003).  

Alguns autores admitem que o hospedeiro atue como um filtro biológico, 

selecionando sub-populações de parasitos mais adaptados a se desenvolverem em seu 

organismo (Oliveira et al., 2010; Oliveira et al., 2012). Isso poderia explicar, em parte, a 

similaridade de 100% constatada entre amostras obtidas de diferentes pacientes. De 

acordo com Reis et al (2010), ainda não existem evidências de resistência parasitária 

primária em território brasileiro, como já relatado para outras áreas endêmicas. Pelo fato 

da resposta ao tratamento ser multifatorial, inúmeras abordagens devem ser 

consideradas nesse contexto. No Estado do Rio de Janeiro, região endêmica de LTA, 

casos de falha terapêutica ao antimonial ou reativação clínica, estão sendo monitorados 

por uma equipe multidisciplinar e futuras investigações utilizando-se um número maior 

de isolados acrescidos de novos marcadores poderão somar-se aos resultados obtidos 

neste estudo e contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na resistência 

ao fármaco de primeira escolha. 

Finalizando, este estudo investigou aspectos relacionados à heterogeneidade 

genética e à sensibilidade ao antimoniato de meglumina em 54 amostras de L. 



 

 

64 

 

braziliensis isoladas de casos Respondedores e Não Respondedores ao tratamento e 

pelos resultados obtidos não foi possível associar padrões genéticos dos parasitos às 

características do grupo de pacientes ou mesmo, aos níveis de DL50 encontrado para 

amostras de L. braziliensis obtidas de pacientes Respondedores e Não Respondedores 

ao tratamento com antimoniato de meglumina 5mb Sb
v
/Kg/dia. 
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7.  Conclusões 

 

 Amostras de L. braziliensis isoladas de pacientesNão Respondedores ao 

tratamento pelo antimoniato de meglumina apresentaram, em média, menor 

sensibilidade ao mesmo medicamento nos ensaios in vitro, sugerindo possível 

correlação desse parâmetro com o desfecho terapêutico na LC; 

 Os níveis de sensibilidade de L. braziliensis ao antimoniato de meglumina, nos 

ensaios in vitro, não foram influenciados pela origem geográfica dos isolados; 

 Os valores médios da IDRM foram significativamente maiores no grupo 

depacientes Respondedores esugerem queo resultado deste teste possa ser um 

indicativo de resposta terapêutica da LTA; 

 A técnica de LSSP-PCR não permitiu relacionar padrões genéticos de L. 

braziliensis coma origem geográfica, com a sensibilidade in vitro ao 

antimonialnemcom o desfecho terapêutico, sugerindo que a resposta terapêutica 

da LC possa ser mais influenciada por fatores do hospedeiro do que dos 

parasitos. 
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9. Anexos 

9.1. Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
1
 

 

INSTITUIÇÃO: INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA EVANDRO CHAGAS – 

FIOCRUZ 

 

COORDENADOR DA PESQUISA:ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH 

 

ENDEREÇO: Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21045-900 

 

TELEFONES (0xx21) 598-4260 / 598-4263 / 598-4266 / 290-1943FAX (0xx21) 590-

9988 

 

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZAÇÃO DO 

ATENDIMENTO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

AMERICANA NO CENTRO DE REFERÊNCIA EM LTA - INSTITUTO DE 

PESQUISA CLÍNICA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ 

 

NOME DO VOLUNTÁRIO: _____________________________________ 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença que atinge seres 

humanos e animais, incluindo o cão, causada por parasitos chamados Leishmanias.  

A doença é transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regiões de mata, 

plantações de banana, manga etc. localizadas próximas às moradias humanas, onde 

costuma entrar para se alimentar de sangue de pessoas e animais domésticos.  A LTA 

se apresenta como feridas na pele de difícil cicatrização.  Algumas vezes, a LTA pode 

se tornar mais grave, envolvendo as mucosas de revestimento interno do nariz e da 

garganta, mesmo vários anos após a cicatrização da ferida na pele.  Atualmente, não 

temos como saber qual paciente adoecerá de novo e qual permanecerá curado 

definitivamente. 

Outras doenças como infecções por bactérias, tuberculose, sífilis, 

                                                 
1
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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 os exames existentes atualmente, nem sempre se 

consegue ter certeza absoluta sobre qual a doença em questão. 

No momento, várias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras 

maneiras a LTA pode se manifestar? como se comportam os exames de laboratório 

antes, durante e após o tratamento? quais pacientes, mesmo após o tratamento, irão 

reabrir suas cicatrizes ou irão desenvolver doença dentro do nariz ou na garganta? que 

outras doenças parecidas estão sendo confundidas com a LTA e quais exames devem 

ser utilizados para esclarecimento? qual o papel dos seres humanos como 

reservatórios da doença? quais as melhores formas de tratamento? que medidas 

devem ser tomadas para controlar o problema? 

Pelo presente documento, você está sendo convidado(a) a participar de uma 

investigação clínica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com os seguintes objetivos:  

 

1. Descrever aspectos da LTA: manifestações clínicas e exames de 

laboratório, tentando estabelecer padrões de apresentação da doença e seu modo de 

evolução, comparando com outras doenças. 

2. Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da 

LTA levando em consideração o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de 

administração, custo e ausência de envolvimento das mucosas do nariz e da garganta. 

3. Isolar, identificar e comparar as espécies de Leishmaniacausadoras da 

LTA provenientes de diversas localidades. 

Este documento procura esclarecê-lo sobre o problema de saúde em estudo e 

sobre a pesquisa que será realizada, prestando informações, detalhando os 

procedimentos e exames, benefícios, inconvenientes e riscos potenciais.   

A sua participação neste estudo é voluntária. Você poderá recusar-se a 

participar de uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a 

qualquer momento, sem que este fato lhe venha causar qualquer constrangimento ou 

penalidade por parte da Instituição. O seu atendimento médico não será prejudicado 

caso você decida não participar ou caso decida sair do estudo já iniciado. Os seus 

médicos poderão também interromper a sua participação a qualquer momento, se 

julgarem conveniente para a sua saúde. 

A sua participação com relação ao Projeto consiste em autorizar a realização 
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de uma série de exames para o diagnóstico da sua doença, e que parte deste material, 

assim como os resultados destes exames de rotina, sejam utilizados neste estudo. 

Também será necessária a sua autorização: 1) para a utilização de documentação 

fotográfica ou filmagem de suas lesões para estudo2) para que parte do material 

coletado periodicamente para a realização de exames para acompanhamento da 

evolução da sua doença, 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 compreensão da doença, o desenvolvimento e avaliação de novos métodos 

diagnósticos; avaliação da resposta ao tratamento etc., desde que tal estudo seja 

previamente analisado e autorizado por um Comitê de Ética em Pesquisa. 

Os exames e procedimentos aplicados lhe serão gratuitos.  Você receberá 

todos os cuidados médicos adequados para a sua doença. 

Participando deste estudo você terá algumas responsabilidades: seguir 

rigorosamente as instruções do seu médico; comparecer à unidade de saúde nas datas 

marcadas; relatar a seu médico todas as reações que você apresentar durante o 

tratamento, tanto positivas quanto negativas. 

Caso você necessite de atendimento médico, durante o período em que estiver 

participando do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - 

Fiocruz, mesmo fora do seu agendamento.  Em caso de necessidade ligue para o Dr. 

Armando de Oliveira Schubach, Dra. Fátima Conceição-Silva ou Dra. Mariza 

Salgueiro nos telefones acima.  Caso você apresente qualquer quadro clínico que 

necessite de internação, a equipe médica providenciará seu leito no Instituto de 

Pesquisa Clínica Evandro Chagas - Fiocruz.  Seus animais com suspeita de LTA 

poderão ser atendidos gratuitamente pela médica veterinária Dra. Tânia Maria 

Pacheco Schubach no Serviço de Zoonoses do IPEC. 

Sua identidade será mantida como informação confidencial.  Os resultados do 

estudo poderão ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens poderão 

ser divulgadas desde que você não possa ser reconhecido.  Entretanto, se necessário, 

os seus registros médicos estarão disponíveis para consulta para a equipe envolvida 

no estudo, para o Comitê de Ética em Pesquisa, para as Autoridades Sanitárias e para 

você. 

Você pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessárias antes de 

concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o 
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tratamento.  O seu médico deverá oferecer todas as informações necessárias 

relacionadas à sua saúde, aos seus direitos, e a eventuais riscos e benefícios 

relacionados à sua participação neste estudo. 

 

Procedimentos, exames e testes que serão utilizados: 

Antes do tratamento haverá coleta de informações sobre a doença; exame 

médico geral e exame da pele com descrição e documentação fotográfica ou 

filmagem das lesões; exame interno do nariz e da garganta com um aparelho 

chamado fibra ótica, que permite ver lesões pequenas ou em locais de difícil acesso, 

para descrição e documentação fotográfica ou filmagem das lesões (se necessário 

será aplicado "spray" anestésico local).  Retirada, com anestesia local, de um 

pequeno fragmento da lesão de pele, de mucosa ou de "íngua" para realização de 

exames tanto para diagnóstico (aspecto microscópico do tecido doente e culturas para 

tentativa de isolamento de possíveis agentes de doença como fungos, bactérias e 

leishmanias) quanto para pesquisa (identificação de células e outros componentes da 

resposta inflamatória, assim como novos métodos de identificação dos possíveis 

agentes da doença).  Outros materiais também poderão ser coletados na tentativa de 

isolamento do agente causador da doença: aspiração com seringa e agulha do bordo 

da lesão e de secreções em lesões de pele fechadas. 

Outros exames também serão realizados para diagnosticar outras doenças 

possíveis de serem confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da doença e 

avaliar os efeitos dos medicamentos a serem utilizados durante o seu tratamento: um 

a quatro testes cutâneos (injeção da décima parte de um mililitro de um reativo para 

determinada doença na pele da região anterior do antebraço, a qual deverá ser revista 

entre 2 a 3 dias após a injeção); exames de sangue (quantidade equivalente a 

aproximadamente três colheres de sopa), exame de saliva (coletada com um tipo de 

cotonete), radiografia dos pulmões e da face (se necessário complementada por 

tomografia computadorizada); e eletrocardiograma. 

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento 

glucantime por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma injeção ao dia, 

geralmente, durante um período de 30 dias contínuos ou com intervalos de descanso.  

Excepcionalmente, para idosos, pacientes com doenças graves ou que não tolerem o 

tratamento normal, poderá ser utilizada a via intralesional (IL).  O tempo do 

tratamento poderá ser diminuído ou aumentado conforme a necessidade.  Outras 
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opções de tratamento são a anfotericina B (IV) e a pentamidina (IM), ambas 

injetáveis e necessitando medidas de acompanhamento parecidas com as do 

glucantime. 

Após o início do tratamento, você deverá comparecer a aproximadamente três 

consultas dentro de 10, 20 e 30 dias.  Caso as lesões não cicatrizem totalmente, o 

tratamento poderá ser continuado pelo período de tempo necessário.  Ao se atingir a 

cura clínica, você deverá retornar para consulta de reavaliação em 1, 3, 6, 9 e 12 

meses após o término do tratamento.  E, a partir de então, pelo menos uma vez por 

ano durante um prazo indefinido (no mínimo 5 anos). 

A cada retorno deverão ser realizados avaliação 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 evolução da 

doença.  Outros exames, como o eletrocardiograma durante o tratamento, poderão ser 

realizados quando indicados. 

 

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais: 

A coleta de sangue poderá causar alguma dor no momento da punção venosa 

e, eventualmente, poderá haver a formação de uma área arroxeada no local, que 

voltará ao normal dentro de alguns dias. 

Ocasionalmente, os testes na pele poderão, apresentar uma reação forte com 

inflamação do local, formação de bolhas e, mais raramente, formação 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 biópsia 

(retirada de um pequeno fragmento de pele para exame) poderão causar alergia, 

geralmente limitada ao aparecimento de áreas vermelhas, empoladas e com coceira 

na pele e que respondem bem a medicamentos antialérgicos.  Mais raramente poderá 

haver uma reação mais severa com dificuldade de respirar e necessidade de cuidados 

mais intensos, existentes no IPEC.  

No local da biópsia poderá ocorrer inflamação e dor, acompanhados ou não 

de infecção por bactérias.  Caso isso ocorra, poderá ser necessário o uso de 

medicamentos para dor e antibióticos. 

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos 

indesejáveis, não devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em idade 

reprodutiva deve ser acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz como 
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preservativo de látex masculino ou feminino ("camisinha"), diafragma feminino ou 

anticoncepcional oral ("pílula").  Quando o tratamento não puder ser adiado, a 

anfotericina B poderá ser utilizada na gravidez.  Os exames com raios-x também não 

devem ser realizados em grávidas. 

 

Formas de ressarcimento:  

Sempre que necessário, nos dias de seu atendimento, poderá ser fornecida 

alimentação conforme rotina do Serviço de Nutrição e Serviço social do IPEC para 

pacientes externos. 

 

Benefícios esperados:  

Espera-se que, ao final do tratamento, você esteja curado da LTA, embora as 

consultas de retorno por vários anos após o tratamento sejam necessárias para a 

confirmação da cura. Os resultados deste estudo poderão ou não beneficiá-lo 

diretamente, mas no futuro, poderão beneficiar outras pessoas, pois espera-se 

também que este estudo contribua para que o diagnóstico e acompanhamento do 

tratamento de pacientes com LTA possa ser feito de forma mais eficaz e segura.  

Caso a sua investigação demonstre outro diagnóstico diferente de LTA, você 

será devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o seu caso. 

Declaro que li e entendi todas as informações referentes a este estudo e que 

todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica, a 

qual estará à disposição para responder minhas perguntas sempre que eu tiver 

dúvidas. 

Recebi uma cópia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, 

voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa. 

 

  

  

____________________________________________ ______________

_ 

Nome paciente: Data 
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___________________________________________ ______________

_ 

Nome médico: Data 

 

 

 

____________________________________________ ______________

_ 

Nome testemunha
1
: Data 

 

 

 

____________________________________________ ______________

_ 

Nome testemunha
2
: Data 

  

  

 

 

 

   Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por 

escrito. 

No caso de menores de 18 anos, deverá ser assinado pelo pai, mãe ou responsável legal. 

                                                 
2
 

 
   Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito. 

 No caso de menores de 18 anos, deverá ser assinado pelo pai, mãe ou responsável legal. 
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9.2. Anexo 2 - Termo de Confidencialidade 

 

 

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE 

 

Os responsáveis pelo projeto de pesquisa “Investigação in vitro da sensibilidade ao 

antimonial pentavalente em amostras de Leishmaniabraziiensis isoladas de casos 

respondedores e não respondedores ao tratamento da Leishmaniose Tegumentar 

Americana” se comprometem a manter a confidencialidade assim como a privacidade 

dos participantes do projeto.  

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este 

projeto, será mantida em um banco de dados sob nossa responsabilidade. 

Os resultados obtidos com esta pesquisa serão divulgados em comunicações 

científicas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado não será 

empregado em outras pesquisas, a não ser quando abertos novos protocolos. 

 

 

 

Rio de Janeiro, ___ de _________ de 20___ 

 

 

____________________________                 ______________________________ 

          Armando de O. Schubach                                        Thalita Gagini Braga 
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9.3. Anexo 3– Parecer ético consubstanciado CEP 
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