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V. RESUMO

Aspectos epidemioldgicos, clinicos, imunologicos e terapéuticos da
Leishmaniose Disseminada produzida por Leishmania braziliensis

A Leishmaniose Disseminada (LD) é forma grave de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesbes
pleiomorficas, em mais de 2 segmentos corporais ndo contiguos. Ainda pouco
compreendida, importante pelo carater emergente, gravidade das lesdes e
dificuldade de tratamento. Objetivo: descricdo dos aspectos clinicos,
epidemioldgicos, imunoldgicos e terapéuticos da LD. Desenho do Estudo:
Serie de casos, Corte Transversal e Coorte. Casuistica, Material e Méetodos:
acompanhamento clinico de 121 pacientes de LD. Sangue periférico e tecido de
64 pacientes de LD e de Leishmaniose Cutanea (LC) foram avaliados quanto a
producdo in vitro e expressao tecidual de INFy, TNFa, IL5, IL10, CCL2, CCL3,
CCL11, CXCL9 e CXCL10. Resultados: apresentam maior risco de
desenvolverem LD individuos adultos, do género masculino e lavradores.
Envolvimento mucoso foi observado em 50% dos casos, 64% apresentaram
entre 10 e 50 lesBes, a reacdo de Montenegro foi positiva em 65% e Leishmania
braziliensis foi identificada em 97% dos pacientes. Cura clinica foi observada
em 36,8% dos pacientes com 0 uso de 1 a 4 séries de antimonial pentavalente
(SbY); anfotericina B foi utilizada como medicacdo de resgate em 29% dos
casos, com cura clinica em 100%. Pacientes adultos apresentaram um risco 9
vezes maior de falha terapéutica com o Sb¥ que os menores de 18 anos. A
producéo in vitro de IFNy e de TNFa foi mais baixa em pacientes com LD. A
producdo de CXCL9 foi mais elevado nos portadores de LD. A expresséo
tecidual das citocinas e quimiocinas foi equivalente nas 2 formas. Conclusdes:
adultos apresentam maior risco de falha terapéutica com o ShY. A avaliagdo
imunologica sugere que os pacientes de LD apresentam resposta Th1l deslocada
para os tecidos.

Palavras-chaves: Leishmaniose Disseminada, Leishmaniose Tegumentar

Americana, L. braziliensis
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V1. OBJETIVOS

GERAL
Caracterizar a Leishmaniose Disseminada, quanto aos seus aspectos

clinicos, imunoldgicos e terapéuticos.

ESPECIFICOS

1. Caracterizar os aspectos clinicos da Leishmaniose Disseminada

2. Caracterizar a resposta terapéutica ao antimonial e a anfotericina B

3. Analisar a resposta imune in vitro, quanto a producéo das citocinas
INFy, TNFa, IL5 e IL10 e das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL11,
CXCL9 e CXCL10

4. Analisar a resposta imune in situ, por meio da determinacdo da
producdo local das citocinas INFy, TNFa, ILS ¢ IL10 e das
quimiocinas CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9e CXCL10
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VII. INTRODUCAO

A Leishmaniose Disseminada (LD) é forma grave de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), associada a severo comprometimento cutaneo
e frequéncia mais elevada de envolvimento mucoso, quando comparada a
Leishmaniose Cutanea (LC).

Na regido de Corte de Pedra — Bahia, tem se observado, nos ultimos dez
anos, numeros cada vez mais elevados de diagnostico de LD.

O acompanhamento clinico dos pacientes portadores de LD revela uma
dificuldade no manejo terapéutico dessa forma de LTA, com necessidade de
numerosas series de antimonial pentavalente ou do uso da anfotericina B para
a cura clinica.

A LD apresenta peculiaridades no quadro clinico que a distinguem da
LC: mdltiplas lesbes em diversos segmentos corporais, elevado indice de
associacdo com lesdo mucosa, presenca de sintomas sistémicos no momento
da disseminacdo e a auséncia de comorbidades imunossupressoras. A LD
também deve ser diferenciada da Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD), forma
anérgica de LTA, associada a multiplas lesdes ndo ulceradas e riqueza de
parasitas nessas lesoes.

Estudos realizados pelo nosso grupo tém demonstrado que a LD
apresenta caracteristicas imunologicas proprias que a caracterizam como uma

forma particular dentro do espectro clinico da LTA.
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VIII. REVISAO DA LITERATURA

1. Aspectos epidemioldgicos

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca
infecciosa, zoonotica, ndo contagiosa, causada por protozoario do género
Leishmania, capaz de envolver pele e mucosas. A leishmaniose tegumentar
é considerada, pela Organizacdo Mundial de Saude, importante problema
de Salde Publica em 88 paises, com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de
casos (SVS/MS, 2007; Goto et al, 2012).

A LTA acomete outras espécies animais além do homem e o meio
ambiente desempenha papel importante na sua epidemiologia. Em todas as
regides do mundo, é descrita a transmissdo do parasita entre animais
silvestres, entretanto, o desequilibrio ambiental proporcionado pela
penetracdo do homem nas florestas implicou numa mudanca do ciclo vetor-
reservatorio. Assim é que os animais domesticos e 0 homem entram no
circuito do ciclo de vida da Leishmania (SVS/MS, 2007).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar apresenta variedade de
especies de Leishmania, vetores e reservatorios, com diferentes padrdes de
transmisséo (Tabela 1).

Sdo descritos trés perfis epidemioldgicos de transmissdo das
Leishmanioses: 1- Silvestre — quando ocorre a transmissdao em area de
vegetacdo primaria; 2- Ocupacional ou de lazer — quando a transmisséo
estd relacionada a derrubada da mata para exploragdo econdmica ou
turistica; 3- Rural ou periurbana - quando a transmissdo ocorre em area de
colonizacdo, onde ja houve a adaptacdo do vetor ao peridomicilio
(SVS/MS, 2007).
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Tabela 1: LTA no Brasil: espécies de Leishmania, principais vetores, reservatorios e regides
geogréficas.

Espécie de Leishmania Vetores Reservatdrios Regido geografica
Leishmania (V.) Lutzomia Roedores silvestres, Todos os estados do Brasil
braziliensis complexa, cdes, gatos, cavalos

L. wellcomei,
L. whitmani,
L. migonei,
L. neivai,
L. intermédia
Leishmania (V.) L. umbratilis, Preguica, tamandua, Acre, Amapa, Amazonas,
guyanensis L. anduzei gamba Roraima e Para
Leishmania (L.) L. laviscutellata, Roedores silvestres Amazonas, Para, Rondonia,
amazonensis L. reducta, L. Tocantins, Maranhdo,
olmeca nociva Bahia, Minas Gerais, S0
Paulo, Goiés e Parana
L. (V) lainsoni L. ubiquitalis Paca Para, Rondbnia e Acre
L. (V) naiffi L. ayrozai, L. Tatu Pard e Amazonas
paraensis,
L. squamiventris
L. (V.) lindenberg L. antunesi - Para
(provavel)
L. (V.) shawi L. whitmani Macaco, quati, Para e Maranhdo
preguica

Fonte: SVS/MS

No Brasil, a LTA é doenca infecciosa dermatologica de grande
importancia, ndo sO pelo risco de deformidades, como pelo prejuizo
psicoldgico, econdmico e social que produz. E considerada uma doenca
endémica, em expansdo, havendo registro de casos em todas as regides do
pais; Gréafico 1 (SVS/MS, 2007).
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Gréafico 1. Distribuicdo dos casos notificados de Leishmaniose TegumentarAamericana,
Brasil, 1985 — 2011.
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Fonte: SVS/MS

2. Aspectos Clinicos

As LTAs, no Brasil, apresentam peculiaridades clinicas segundo a
area geografica onde houve a transmissdo para 0 homem, contribuindo para
a forma clinica a espécie do parasita, do vetor, do reservatorio e as
caracteristicas dos ecossistemas. S&o descritas quatro formas clinicas
principais: Leishmaniose Cuténea (LC), Leishmaniose Mucosa (LM),
Leishmaniose Disseminada (LD) e Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD)
(Marzochi et al, 1994; Marsden et al, 1986; Jones et al, 1987).

LC associada a L. braziliensis ¢é caracterizada pelo surgimento, no
local da inoculagédo, apds um periodo de incubacdo de 2 semanas a meses
(Furtado et al, 1994), de papula eritematosa, a qual se segue nodulo e
posteriormente Ulcera, dando origem a apresentacdo classica da doenca:

uma ou mais lesbes ulceradas, de bordas elevadas e fundo granuloso,
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localizadas nas areas expostas do corpo (Aguiar Pupo et al, 1946). Esta
associada a linfadenopatia regional, com ou sem linfangite em 12 a 30%
(Barral et al, 1995; Gontijo et al, 2003). O envolvimento associado da
mucosa nasal pode ser visto em cerca 3% dos casos; Tabela 2 (Jones et al,
1987). Na regido Norte do pais, sdo observadas maltiplas lesdes cuténeas,
causadas por L. guyanensis e, aparentemente, relacionadas a multiplas
picadas do inseto vetor (SVS/MS, 2007).

Tabela 2 — Aspectos clinico-laboratoriais das principais formas cutaneas de LTA

Aspectos clinico-laboratoriais Formas clinicas
Cuténea Disseminada Difusa
Manifestac@es cutaneas Ulceras Papulas, lesdes acneiformes, Nodulos, placas
exulceracoes, Ulceras infiltradas
Envolvimento Mucoso 3% 38 —48% Raro
Aspectos histopatoldgicos Infiltrado Infiltrado  linfoplasmocitario, Infiltrado de
linfoplasmocitério, com ou sem granuloma linfécitos e
granulomas macrofagos sem
granuloma
Presenca do parasita Poucos ou ausentes Poucos ou ausentes Muiltiplos
Espécie de Leishmania L. amazonensis, L. braziliensis, L. amazonensis
L. braziliensis, L. amazonensis,
L. guyanensis L. guyanensis,
L. panamensis
Reacdo de Montenegro Positiva ou Negativa Positiva ou Negativa Negativa
Titulo de anticorpo (IFI) Baixo Baixo a moderado Alto

IFT: imunofluorescéncia indireta

A LM, na maioria dos casos, € secundaria a Leishmaniose Cutanea,
podendo ocorrer meses ou anos apos 0 seu tratamento. Em alguns casos,
sinais de doenca cutanea estdo ausentes e nestes casos, 0 envolvimento
mucoso pode ser associado a Leishmaniose subclinica ou pode representar
doenca mucosa primaria. O teste de hipersensibilidade tardia € fortemente
positivo e o tratamento prolongado costuma ser eficaz. No Brasil, é
causada por L. braziliensis, mas ha casos relacionados a L. amazonensis e
L. guyanensis. Apresenta-se em cinco estagios clinicos (Lessa et al, 1999).

Estagio I: nodulacdo esbranquicada localizada no septo

cartilaginoso, assoalho e parede lateral, sem ulceracdo.
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Estagio Il: ulceracdo superficial, com granulacdes finas no septo
anterior, conchas inferiores e assoalho da fossa nasal.

Estagio Ill: a ulceracdo se aprofunda, mostrando granulacdo
grosseira e infiltracdo mucosa. Esta se apresenta friavel, com sangramento
facil e formacdo de crostas hematicas. O aspecto externo é do “nariz de
anta” ou “nariz de tapir”, consequente a intensa infiltracdo edematosa das
cartilagens, do tecido celular subcutaneo e da pele. Neste estagio, 0s
pacientes se queixam de obstrucdo nasal, rinorréia sanguinolenta e dor
local.

Estagio 1V: necrose do septo cartilaginoso anterior, podendo haver
perfuracao.

Estagio V: o processo inflamatorio € intenso com destruigéo total da
columela e queda da ponta do nariz, dando origem ao “nariz em sela”
(Marsden et al, 1994; Lessa et al, 1999; Lessa et al, 2012).

A LD é forma grave de LTA, descrita inicialmente por Torres, em
1920, na Bahia (Costa et al, 1986). Tambem foi observada no Maranhéo
(Galvéo et al, 1993), Ceara (Sousa et al, 2006), Minas Gerais (Ogawa et al,
2006; Sousa et al, 2006) e no Equador (Calvopina et al, 2005); Tabela 3.

Vérias espécies de Leishmania ja foram associadas a LD, como L.
amazonensis (Carvalho et al, 1994), L. panamensis (Calvopina et al, 2005)
e L. guyanensis (Couppié et al, 2004), poréem, a maioria dos casos descritos
no Brasil sdo causados pela L. braziliensis (Costa et al, 1986; Galvéo et al,
1993; Turetz et al, 2002; Vieira-Gongalves et al, 2008).

Na regido de Corte de Pedra, é considerada forma emergente,
correspondendo a 1,6% dos casos de LTA diagnosticados no periodo de
1988 a 1993; essa proporcao aumentou para 3,9% nos anos de 2004 a 2008
(Grafico 2).
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Tabela 3- Relatos de Leishmaniose Disseminada no Novo Mundo”

Local Leishmania NUmero NUmero Tipo das Lesdo
de casos de lesdes  lesbes Mucosa
Costaetal, 1986  Bahia, L. braziliensis 8 - - -
Brasil L. amazonensis
Galvéo et al, Maranhdo, L. braziliensis 1 58 Ulcera -
1993 Brasil
Carvalho et al, Bahia, L.amazonensis, 8 75-800 Papulas, 38%
1994 Brasil L. braziliensis Ulceras,
lesbes
acneiformes
Turetz et al, 2002  Bahia, L. braziliensis 42 10-300 Acneiforme, 29%
Brasil papulas,
noédulos,
Ulceras
Couppié et al, Guiana L. guyanensis 1 425 Papulas, -
2004 Francesa nodules
Calvopina et al, Equador L. panamensis 1 69 Ulceras, -
2005 papulas,
crostas
Sousa et al, 2006 Ceara, Provavelmente 1 749 Papulas, -
Brasil L. braziliensis crostas,
Ulceras
Ogawa et al, Ceard e Area endémica 2 - Papulas, -
2006 Minas de L. noédulos,
Gerais, braziliensis placas,
Brasil lesdes
acneiformes,
Vieira-Gongalves  Rio de L. braziliensis 2 - Pépulas, -
et al, 2008 Janeiro, nédulos,
Brasil crostas,
lesbes
VErrucosas
Rincon et al, Santander, L. panamensis 2 21 Ulceras, -
2008 Colémbia noédulos,
induracoes

*Selecionados somente relatos ndo associados & imunossupressao

A LD se caracteriza pelo surgimento inicial de Ulcera classica de LC
a qual se seguem, em algumas semanas, maultiplas lesdes do tipo
acneiformes,
distribuidas em diversos segmentos corporais. Durante o periodo de
disseminacéo, o paciente pode queixar-se de febre, astenia, mialgia e queda
do estado geral (Carvalho et al, 1994). Como critério diagnostico de LD
convencionou-se 0 numero minimo de 10 lesdes em pelo menos 2

segmentos corporais ndo contiguos. O envolvimento mucoso também pode

papulosas,
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ser observado em cerca de 28 a 48% dos casos de LD (Turetz et al, 2002;

Jirmanus et al, 2012). O teste de hipersensibilidade tardia pode ser positivo

Ou negativo, sdo encontrados pouco ou nenhum parasita nas les6es (Tabela

2) e o tratamento costuma ser prolongado e dificil.

Muitos casos de LD relatados na literatura estdo associados a

imunossupressao (Da-Cruz et al, 1992; Durand et al, 1998; Agostini et al,
1998; Borges et al, 1999; Lindoso et al, 2009, Tabela 4), no entanto, os

casos descritos na Bahia sdo em pacientes aparentemente saudaveis (Turetz

et al, 2002; Rosa et al, 2011).

Tabela 4. Relatos de co-infec¢do Leishmaniose Disseminada e SIDA.

Local Leishmania NUmero NUmero Tipo de Lesdo
decasos  delesbes lesdo Mucosa
Da-Cruz etal, 1992  Brasil L. braziliensis 1 - Papulas, Presente
nodulos
Machado et al, 1992 Pernambuco, L. braziliensis 1 - Papulas, Nasal,
Brasil nodulos orofaringeana
Durand et al, 1998 Franca L. infantum 1 - - -
Agostini et al, 1998  Italia L. infantum 7 - - -
Borges et al, 1999 Minas - 2 - Nodulos, Oral
Gerais, pustulas,
Brasil lenticulares,
numulares,
sarcoidicas
Schraner et al, 2005  Africa L. major 1 - Maculas, -
papulas,
nodulos
Posada-Vergara et - L. braziliensis 2 - Papulas, Nasal, oral
al, 2005 placas,
Ulceras
Gonzalez et al, 2006 Col6mbia L. panamensis 1 300 Nodulos, -
placas,
crostas
Lindoso et al, 2009 - - 6 - Nodulos, Oral, nasal,
papulas, genital
placas,
Ulceras
Guerra et al, 2011 Amazonas, - 4 - Ulceras, -
Brasil papulas,
nodulos
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Silveira et al (2005 e 2009) descrevem uma forma de LTA
denominada Leishmaniose Cutanea Disseminada Borderline (LCDB),
intermediaria entre as formas polares LM e LCD. Associada tanto a L. (V.)
braziliensis, quanto a L. (L.) amazonensis, caracterizada pela inibicdo
parcial da resposta inflamatéria mediada por células T com disseminacéo
de papulas eritematosas, lesdes ulceradas e o envolvimento mucoso pode

ser observado.

Grafico 2. Proporgdo de casos de Leishmaniose Disseminada diagnosticados em Corte
de Pedra, Bahia, 1978 — 2008.
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Fonte: adaptado de Jirmanus et al, 2012

Na LCD, observam-se varias lesdes nodulares ndo ulcerativas de
evolugo lenta e auséncia de envolvimento mucoso (Barral et al, 1995). E
forma grave da infeccdo, com ma resposta ao tratamento, caracterizada por
anergia e deficiéncia da resposta imune celular especifica contra
Leishmania. No Brasil, é causada por L. amazonensis.

Lesdes cutaneas, menos frequentes também encontradas s&o:
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e Papulo-tuberosas: papulas ou nddulos subcutdneos que
aumentam em tamanho e profundidade

e Vegetantes: lesbes papilomatosos, Umidas e friaveis

e \errucosas: lesdes ceratosicas, asperas, com crostas e
descamacéo

e Esporotricoide: lesdes papulo-nodulares seguindo o trajeto
linfatico, associado a linfangite.

Existe ainda, um grupo de individuos que habitam as Aareas
endémicas, sendo considerados portadores da forma subclinica da doenca,
por ndo apresentarem lesdo cutdnea, mas com intradermorreacdo de
Montenegro positiva (Follador et al, 2002).

No Nordeste do Brasil, regido de Corte de Pedra, Bahia, vem se
verificando formas clinicas atipicas de LTA, caracterizadas por lesdes
verrucosas, crostosas, lupdides e vegetantes, mais concentradas na face e,
algumas vezes, associadas a gestacdo ou a co-infeccdo com HIV
(Guimarées et al, 2009).

3. Aspectos imunoldgicos da LTA

A LTA uma é doenca de imunopatogénese complexa. Estudos em
modelos experimentais da leishmaniose mostram que uma resposta
inflamatoria tipo Thi, rica na producdo de IL-2, INF-y ¢ TNF-a, esta
associada a resisténcia e cura espontanea da lesdo. J& uma resposta tipo
Th2, em que predominam IL-4 e IL-5, esta relacionada a susceptibilidade
ao parasita (Scott et al, 1988; Scott et al, 1989).
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No entanto, no homem, esse modelo dicotbmico néo se repete e a
mesma resposta inflamatéria capaz de controlar a proliferacdo da
Leishmania também pode produzir a lesdo tecidual.

Em relacdo a LD, os estudos tém demonstrado uma producdo de
INF-y ¢ TNF-0, porém em niveis mais baixos quando comparados a LC.
Turetz et al (2002) observaram que os pacientes de LD também produziam
mais IL-5 e IL-10 (citocinas de padrdo Th2) que os pacientes portadores de
LC. Esses achados sugerem que a disseminacao das lesdes esta relacionada
a uma supressao inicial da resposta protetora Thl, com proliferacdo do
parasita, posicionando essa forma clinica no meio do espectro imunologico
das LTA (Carvalho et al, 1994).

Esse racional, de modo algum, se opde a ideia da disseminacdo
observada na LM. Talvez, ambas as formas comecem de maneira
semelhante, com uma imunossupressao nos primeiros momentos da
infeccdo, proliferacdo e disseminacdo do parasita; 0 que seria seguido por
uma resposta inflamatoria exuberante, com niveis elevados de citocinas
pro-inflamatorias do perfil Thl, caracteristicos da LM. Ja uma inflamacéo
menos intensa, com maior disseminacdo da Leishmania, levaria a LD.
Concorreriam para um ou outro quadro, fatores do hospedeiro, do parasita
e do vetor.

As quimiocinas sdo mediadores essenciais para 0 recrutamento das
células inflamatorias, para a execucdo das funcbes efetoras e para o
controle da infeccdo (Tabela 5). O perfil de resposta inflamatéria Thl,
protetor contra infeccdes intracelulares, estd associado a expressdo de
niveis elevados de CCL2/MCP-1, CXCL9 e CXCL10/IP-10 (Ritter &
Kdrner, 2002).
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Tabela 5- Citocinas e quimiocinas estudadas e seu papel na resposta imune frente
aos patdgenos intracelulares

Citocinas e Quimiocinas  Papel na resposta imune frente a Leishmania braziliensis
estudadas

INFy Produzido por cepas de LT especificos e células natural
killer, estimula perfil Th1 de resposta imune

TNFa Produzido por macrofagos e linfocitos T CD4+, estimula
o perfil de resposta Thl da resposta imune

IL-5 Produzido por linfécitos T e mastdcitos, relacionado ao
perfil Th2 da resposta imune

IL-10 Produzido por linfocitos T regulatdrios, relacionado a
inibicdo da sintese de citocinas

CCL2/MCP1 recrutamento de mondcitos, linfocitos T de memoria e
células dendriticas

CCL3/MIP-1a recrutamento de leucdcitos (inflamacdo aguda)

CCL11/eotaxina recrutamento de eosinofilos

CXCL9 recrutamento de linfocitos T especificos ativados

CXCL-10/1P-10 deslocamento de mondcitos/macréfagos, linfécitos T,

células natural killer , células dentriticas. Adesdo de
linfocitos T as células endoteliais. Angiogénese

Moll (1997) observou que a expressdo de MCP-1 era importante
para a mobilizacdo de macrofagos para a leséo e para o desenvolvimento
da sua acdo leishmanicida. Vasquez & Soong (2006) demonstraram que
macréfagos da medula oOssea oriundos de camundongos BALB/c e
C57BL/6 tratados com CXCL10/IP10 ou com CXCL2/MCP-1 e
posteriormente expostos a L. amazonensis foram capazes de controlar a
proliferacdo do parasita e apresentaram maior producéo de IFN-y, IL-12 e
6xido nitrico.

Infeccdo por L. braziliensis estimula maior producdo de CXCL-10 e
maior expressdo de seu receptor CXCR3 pelos mondcitos (Vargas-
Inchaustegui et al, 2010).

Neutréfilos séo rapidamente mobilizados para o ponto de inoculacéo
do microrganismo, de onde séo capazes de estimular o recrutamento de

células fagociticas; a producdo de CCL3 por parte desses neutrofilos é fator
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critico para atracdo das células dendriticas imaturas para o local de
inoculagé@o da L. major sendo importante no primeiro momento da resposta
inflamatdria (Charmoy et al, 2010).

Como acima mencionado, caracteristicas do parasita também podem
influenciar o padrdo de resposta inflamatdria do hospedeiro e, por seguinte,
a forma clinica da LTA. Na regido endémica de Corte de Pedra, Bahia, sdo
encontradas populagbes multiclonais de L. braziliensis associadas a LC,
LM e LD (Schriefer et al, 2004). Leopoldo et al (2006) observaram que
diferentes sub-espécies de L. braziliensis eram capazes de estimular a
resposta imune em diferentes intensidades.

Homens adultos, lavradores parecem ter mais chance de apresentar a
forma disseminada da LTA (Turezt et al, 2002), sugerindo a existéncia de
exposi¢ao ocupacional, com participacdo do vetor e do parasita na génese

da doenca.

4. Aspectos diagnésticos

Diante de lesdes tipicas de LTA, principalmente em pacientes
oriundos de areas endémicas, o diagndéstico clinico epidemioldgico pode
ser realizado. Porém, idealmente, sempre que possivel, o diagndstico

clinico epidemiologico deve ser confirmado por métodos laboratoriais.

4.1. Exames diretos
4.1.1. Exames parasitologicos
Os exames parasitologicos visam a demonstracdo do parasita, 0 que
pode ser feito em material obtido por escarifica¢do, aspirado ou bidpsia,

por meio da pesquisa direta, do isolamento em meios de cultura e de
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exames de imunohistoquimica, que detectam antigenos de Leishmania no
tecido.

Comumente, esses meétodos permitem apenas a observacdo do
parasita, sem, no entanto, possibilitar a determinacdo da espécie da
Leishmania. Em laboratérios de referéncia, parasitas recuperados de
cultura, podem ter a espécie identificada por meio de pesquisa de
anticorpos espécie especificos (Grimaldi et al, 1996) ou da avaliacdo do
perfil de isoenzimas por eletroforese (Cupolillo et al, 1995). A
sensibilidade desses métodos varia de cerca de 58% para a cultura e de
88% para a imunohistoquimica (Goto et al, 2012).

4.1.2. Exames moleculares

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) possibilita a identificacao
do parasita assim como a determinacdo da especie de Leishmania em
amostras de tecido.

O exame de PCR tem se mostrado sensivel e especifico no diagndstico
da LTA (de Oliveira et al, 2003,), superando os resultados obtidos com
outros métodos como o exame direto, as sorologias e a cultura (Andrade et
al, 2005). Chrusciak-Talhari et al (2011) identificaram a espécie de
Leishmania em 100% das amostras de pele estudadas, enquanto que Neves
et al (2011) a identificaram em 93% dos casos de LC. Weirather et al
(2011) desenvolveram metodo sistematizado de PCR quantitativo capaz de
detectar, quantificar e determinar a espécie de Leishmania a partir de

espécimes clinicos.

4.1.3. Exame histoldgico
Os padrdes histolégicos podem ser auxiliares no diagnéstico da

LTA. Nas formas ricas em parasitas, como na LCD, as formas amastigotas
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de Leishmania podem ser visualizadas. Nas formas em que ha escassez de
parasitas, as alteragdes teciduais podem ajudar no diagnostico, na presenca
de quadro clinico compativel (Tabela 2).

4.2. Exames indiretos

4.2.1. Exames imunologicos

A sorologia por Imunofluorescéncia Indireta (IFI) € método pouco
utilizado em que se pesquisa anticorpos anti-Leishmania. Ndo é
recomendado como Unico método diagndstico, pois existe a possibilidade
de reacdo falso positiva em individuos aparentemente sadios ou com
Trypanossoma cruzi, L. chagasi, esporotricose, paracoccidiodomicose e
com o pénfigo folidceo sulamericano (SVS-MS, 2007).

A Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) se baseia na resposta
de hipersensibilidade celular tardia. E feita pela injecdo, na epiderme, a
cerca de 3 cm da dobra cubital, de 0.1ml do antigeno. A leitura € realizada
com 48 a 72 horas. O teste € negativo na auséncia de papula ou enduracao
ou quando estas sdo inferiores a 5mm. O teste positivo se caracteriza por
papula ou enduracdo maior ou igual a 5 mm. Ulceracdo também &
classificada como positividade. A Reacdo de Montenegro € positiva em
mais de 90% dos casos de leishmaniose tegumentar cuténea e cutaneo-
mucosa. Podendo ser falso-negativa nas seguintes situagdes: no primeiro
més do inicio das lesdes, na leishmaniose disseminada e cutaneo difusa,
nos pacientes imunossuprimidos. Reacdo cruzada com protozoario do
género Trypanosoma, esporotricose, hanseniase virchowiana, tuberculose,
cromomicose e alergia ao diluente sdo causas de falso-positividade da
IDRM. Apos a cura clinica, a IDRM pode permanecer positiva por varios

anos, assim como pode ser positiva em individuos sadios, moradores de
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areas endémicas, o que limita a sua utilizacdo como método diagndstico

unico da doenca.

5. Aspectos Terapéuticos

As drogas de escolha para o tratamento das leishmanioses sdo 0s
antimoniais pentavalentes, encontrados em duas apresentacdes farmacéuticas:
antimoniato de N-metilglucamina e estibugluconato de soédio; no Brasil,
somente a primeira é disponivel para uso (SVS/MS, 2007).

Os antimoniais atuam inibindo mecanismos bioenergéticos da
Leishmania, como a glicélise e a oxidacdo de é&cidos graxos, sendo
consideradas drogas leishmanicidas (SVS/MS, 2007).

O antimonial pentavalente, ap6s administracdo parenteral, €
rapidamente eliminado por via renal e apos 6 horas, 80% da droga injetada ja
foi eliminada pela urina. Injecbes repetidas vao, progressivamente,
aumentando os niveis de retencdo da droga, que fica concentrada nos tecidos
hepatico e esplénico, no entanto, ndo se sabe a concentragdo de antimonio
disponivel na pele e na mucosa (SVS/MS, 2007).

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda uma dose de antimonial
de 15 mg ShY/Kg/d, durante 20 dias para a doenca cutdnea. Ndo havendo
cicatrizagdo da lesdo em até 12 semanas do fim do tratamento, ele devera ser
repetido por mais 30 dias. Para a leishmaniose mucosa, a dose recomendada é
de 20 mg Sh"/Kg/d durante 30 dias. Em caso de falha na cicatrizacio ap6s 12
semanas, a medicacéo pode ser repetida mais uma vez. A administracdo € feita
por via parenteral. A via intramuscular € muito dolorosa, deste modo, da-se
preferéncia a via endovenosa, sem necessidade de diluicdo e com aplicacédo

lenta.
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O antimonial pentavalente conta com um grande nimero de efeitos
colaterais a ele relacionados: artralgias, mialgias, sintomas gastro-intestinais,
febre, fraqueza e alteracdes eletrocardiogréficas, Insuficiécia Renal Aguda,
além das varias limitacbes de uso: gestacdo, idade superior a 50 anos, cardio,
nefro e hepatopatias (SVS/MS, 2007).

Na auséncia de resposta ao antimonial, recomenda-se 0 uso das drogas
de segunda escolha, como a anfotericina B e a pentamidina.

A anfotericina B é um antibiético com acédo leishmanicida intra e
extracelular, considerada medicacdo de primeira escolha no tratamento de
gestantes. Podendo ser encontrada sob duas formulagbes principais:
desoxicolato sodico e lipossomal. No Brasil, a anfotericina B lipossomal néo
esta registrada na Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para tratamento
da LTA.

A anfotericina B liga-se amplamente as proteinas do plasma, atingindo
altas concentragdes no figado, baco, pulmdes e rins. Parcialmente
metabolizada no figado, é eliminada por via biliar e urinaria (Catalan &
Montejo, 2006).

A infusdo endovenosa de anfotericina B desoxicolato pode produzir
febre, calafrios, tremores, vomitos, cefaleia e queda da tensdo arterial. Tais
efeitos podem ser minimizados com hidratacdo e administracdo de
antieméticos, anti-histaminicos, anti-térmicos e hidrocortisona no momento da
infusdo (Catalan & Montejo, 2006; Neves et al, 2011).

A nefrotoxidade é o efeito adverso mais relevante e limitador tanto de
dose, quanto de tempo de tratamento, sendo reversivel apos suspensdo da
droga, mas a recuperacdo da funcao renal pode demorar semanas (Catalan &
Montejo, 2006). Mais de 25% dos pacientes apresentam hipopotassemia e

hipomagnesemia durante o tratamento. Outros efeitos colaterais observados
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sdo: anemia normocitica normocrémica, tromboflebite no local da infusdo e
arritmias cardiacas.

A infusdo da anfotericina B lipossomal esta associada a poucos efeitos
colaterais, permitindo doses diarias e totais maiores em menor tempo.

A dose recomendada do desoxicolato sodico de anfotericina B € de
1mg/Kg/dose, diariamente ou em dias alternados, até atingir as doses totais de
1-1,5g para as formas cutaneas e de 2,5-3g para a forma mucosa (SVS-MS,
2007).

Em relacéo a leishmaniose disseminada, ndo ha recomendacéo especial
quanto a dose ou ao tempo de tratamento.

As pentamidinas sdo aminas aromaticas, hipoglicemiantes, capazes de
comprometer 0 metabolismo dos protozoarios (Neves et al, 2011). S&o
comercializadas sob duas formas: isotionato e mesilato.

O isotionato de pentamidina é completamente absorvido apos
administracdo parenteral, apresenta ampla distribuicdo nos tecidos e a
eliminacéo se da por via urinaria (Costa, 1993).

Os efeitos colaterais relacionados ao uso da pentamidina sdo: dor,
induracdo a abscesso estéril no local da injecdo, nauseas, vomitos, cefaleia,
adinamia, tonturas, mialgia, hipotensao, hipo e hiperglicemia. Diabetes pode
ser observado em dose acumuladas superiores a 1g (SVS/MS, 2007).

A miltefosina ¢ um analogo da fosfatidilcolina, vem sendo utilizada
para tratamento da Leishmaniose Visceral na india (Sundar et al, 2002); sua
eficacia para 0 manejo a LTA do Novo Mundo estd em estudo. Essa
medicacdo foi desenvolvida com objetivos antitumorais e age inibindo a
biossintese de fosfolipideo e esterol, no entanto o mecanismo de acgdo anti-

Leishmania ainda néo esta bem esclarecido (Schraner et al, 2005).
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A miltefosina é administrada em comprimidos, via oral, na dose de
2,5mg/Kg/dia, maximo de 150mg/dose, durante 28 dias. Os efeitos colaterais
mais frequentemente observados sdo nauseas, vomitos e dor abdominal
(Machado et al, 2010).
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IX. JUSTIFICATIVA

A LD é forma emergente e ainda insuficientemente descrita de LTA,
associada, na maioria dos casos relatados na Bahia, a Leishmania braziliensis.

Em Corte de Pedra, foram diagnosticados 422 casos de LD no periodo
de 1988 a 2011, compreendendo 2,6% dos casos de LTA acompanhados na
regido.

O acompanhamento dos pacientes no ambulatorio de Corte de Pedra,
Bahia, tem sugerido que a histéria da LD é associada a extenso envolvimento
cutdneo e mucoso, muitas vezes, com lesGes desfigurantes, de dificil
tratamento e recidivas frequentes.

Estudos enfocando a imunopatogénese da LD tem mostrado a existéncia
de resposta inflamatoria tipo Thl, porém de menor intensidade quando
comparada aos pacientes de LC. Podem contribuir para tal, caracteristicas do
hospedeiro, do parasita e do ambiente.

Assim é que a LD assume importancia clinica pela gravidade do
acometimento  tegumentar, pela dificuldade no tratamento, pelo
comprometimento da qualidade de vida dos pacientes e pelas questdes de

Imunopatogénese que merecem ser mais estudadas.
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X. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo: para a caracterizacdo dos aspectos clinicos da

leishmaniose disseminada foi realizado estudo de série de casos. Para a analise
da resposta imune no sangue periférico e no tecido, foi realizado estudo de
corte transversal. A caracterizacdo da resposta terapéutica foi realizada por

meio do estudo de coorte.

Area do Estudo: O distrito de Corte de Pedra pertence ao municipio de

Presidente Tancredo Neves, cobre uma éarea de 8.000km?, estando localizado
no sudeste do estado da Bahia, a 280 Km de Salvador, onde se situa o Servico
de Imunologia do Complexo Hospital Universitario Professor Edgard Santos
(COM-HUPES). Corte de Pedra estda em regido de Mata Atlantica, quase
completamente desmatada para atividade de cultivo, porem ainda restam
algumas poucas areas de preservacdo. O Posto de Saude de Corte de Pedra é
movido por agentes de saude, bastante familiarizados com a doenca. Médicos,
incluindo Otorrinolaringologistas, Dermatologistas e Clinicos visitam este
posto de saude regularmente. Nessas visitas, novos casos de LTA sdo
diagnosticados, realizadas biopsias e avaliacdo imunolégica dos individuos,
bem como é feito 0 acompanhamento do tratamento da LTA. Este Posto de
Saude é referéncia para o diagnostico e tratamento de LTA de 15 municipios
vizinhos, num raio de 30 km (Presidente Tancredo Neves, Valenca, Taperoa,
Nilo Pecanha, Ituberd, Igrapitna, Camamu, Teolandia, Wenceslau Guimaraes,
Gandu, Pirai do Norte, Nova Ibi4, Itamari, Ibirapitanga, Mutuipe).
Anualmente, uma média de 700 pacientes foram acompanhados nessa unidade
de saude nos ultimos 23 anos. Outras doencas como Tripanossomiase

Americana (Doenca de Chagas) e Leishmaniose Visceral, que poderiam
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interferir na avaliacdo imunoldgica e diagndstica dos pacientes ndo sdo
observadas naquela regido. Desde 1984, o Posto de Saude de Corte de Pedra

tem servido como base de estudos sobre LTA.

Populacdo do estudo: para os objetivos especificos 1 e 2, foram

acompanhados 121 pacientes com diagndstico inicial de LD, atendidos no
Posto de Saude de Corte de Pedra, Municipio de Tancredo Neves, Bahia, no
periodo de 2009 a 2011. Para os objetivos especificos 3 e 4 foram
selecionados, 64 pacientes (32 com LC e 32 com LD) acompanhados nessa
unidade nos anos de 1998 a 2001. Esses de 64 pacientes foram escolhidos pela

disponibilidade de sangue e amostra de pele ja processados.

Definicdo diagnostica: leishmaniose disseminada caracteriza-se pela

presenca de ao menos 10 lesbes distribuidas em dois ou mais segmentos
corporais ndo contiguos. As lesdes sdo pleiomorficas - pequenas placas,
papulas, exulceracdes e lesbes acneiformes - associadas ou nédo a lesdes tipicas
de Leishmaniose Cutanea (Costa, 1986; Turetz, 2002). LC é caracterizada
pelo aparecimento, no local da inoculacéo, de papula eritematosa, que evolui
para nddulo e posteriormente se ulcera, dando origem a apresentacdo classica
da doenca: uma ou mais lesdes ulceradas, de bordas elevadas e fundo

granuloso, localizadas nas areas expostas do corpo (Aguiar Pupo, 1946).

Critérios de inclusdo: para os estudos de série de casos e de coorte

foram incluidos todos os pacientes com diagnéstico de LD admitidos no Posto
de Saude de Corte de Pedra, Bahia, no periodo de 2009 a 2011. Para o estudo

de corte transversal, foram incluidos 32 pacientes com diagnostico de LD e 32
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com diagndstico de LC admitidos no mesmo servico de saude no periodo de
1998 a 2001.

Critérios de cura clinica: foram definidos como curados os pacientes

que apresentaram desaparecimento das lesGes, com reepitelizagcdo completa
das ulceras até 90 dias do inicio do tratamento e sem sinais de recidiva por um

periodo de 6 meses.

Caracterizacdo Clinica: todos os pacientes atendidos no Posto de Saude

de Corte de Pedra com diagnostico clinico de LD submetidos a avaliacdo
clinica dermatologica que constava de exame da pele, com contagem e
caracterizacdo das lesOes, pesquisa de linfadenopatia e de envolvimento

MucosSO.

Avaliacdo laboratorial: foram avaliadas 109 intradermorreacdes de

Montenegro (IDRM). Em 12 pacientes o registro desse exame foi perdido,
seja porque a reacdo foi realizada em outro servi¢o e ndo tivemos acesso ao
resultado, seja porque o paciente ndo compareceu no dia marcado para a
leitura. Bidpsia para PCR, cultura e/ou estudo histopatologico foi realizada em
65 pacientes. As amostras de tecido foram obtidas apos anestesia local e coleta
por meio de punch de 4mm, conservadas em formalina a 10% por, no maximo
24 horas e depois de desidratas, colocadas em parafina; as laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina e &cido periddico de Schiff. Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) foi utilizado
para o isolamento do DNA de Leishmania. O DNA purificado foi re-suspenso
em Tris-EDTA (TE) e conservado a -20°C até o momento da utilizacdo.

Deteccdo do subgénero Viannia foi feito por meio dos primeres 5'-
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GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' e 5-CTAATTGTGCACG-3'. Os
fragmentos cutaneos obtidos foram inoculados em meio de cultura, entre 24°C
e 26°C; a pesquisa das formas promastigotas de Leishmania foram realizadas

a partir do quinto dia da inoculacéo.

Avaliacdo da resposta imune: foi realizada avaliacdo dos niveis séricos

¢ da expressao tecidual de citocinas (INFy, TNFa, IL-5, IL-10) e quimiocinas
(CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9, CXCL10).

e Producéo in vitro das citocinas e quimiocinas, apos estimulacéo:
células mononucleares de sangue periférico foram obtidas a partir
de sangue venoso heparinizado e separado por meio do gradiente
de Ficoll-Hypaque, lavado e re-suspenso ate a concentracdo de 3
x 10° células/ml, em meio de RPMI 1640 com soro AB inativado
pelo calor. As células foram estimuladas com antigeno sollvel de
Leishmania a 37°C, em CO, a 5%, durante 72 horas. O
sobrenadante foi coletado e estocado a -70°C. As citocinas e
qguimiocinas foram medidas por ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA e Pharmingen, San Diego, CA, USA).

e Expressdo tecidual de citocinas e quimiocinas: amostras de
biopsia da borda das Ulceras de ambos 0s grupos de pacientes e
das péapulas dos pacientes com LD foram congeladas num
composto “Optimal Cutting Temperature Compound — O.C.T”
Foi utilizado o método da avidina-biotina peroxidase, com
anticorpos contra MIP-1a (PeproTech, Rochy Hill, NJ, USA),
INFy (Genzyme, Cambridge, MA, USA), TNFa (Genzyme),
TGFB, CXCL9, IL-10 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), CCL1l/eotaxina, CXCL10/IP-10 e CCL12
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(PeproTech). As amostras de tecido foram incubadas, a 37°C,
durante 90 minutos, com anticorpos-ponte biotinilados (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA e Santa Cruz
Biotechnology). As laminas de controle foram submetidas a
incubagcdo com 1gG controle, em substituicdo aos anticorpos
primarios. A coloracdo foi feita com 3,30-diaminobenzoico
(Vector Laboratories) e hematoxilina. As laminas foram
microfotografadas numa magnificacdo de 200 vezes e as areas
coradas, contadas usando Adobe Photoshop CS3, os resultados
foram expressos em proporcdo, média e desvio padrdo do nimero

de area corada.

Analise estatistica; Os dados foram armazenados em banco de dados

criado no programa GraphPad InStat, mesmo software utilizado para o
tratamento estatistico. Para a caracterizacdo dos aspectos clinicos, foi
utilizado o calculo da média e desvio padrdo. Para a avaliacdo das
variaveis continuas ndo paramétricas foi utilizado o Teste de Mann-
Whitney. Para a avaliacdo de risco foram utilizados os Testes de Qui-
quadrado e Exato de Fisher. Foram considerados significantes niveis de
p<0,05.

Aspectos éticos: consentimento livre e esclarecido foi obtido dos

pacientes com mais de 18 anos de idade e dos responsaveis pelos
pacientes com menos de 18 anos (Anexo 2). O projeto do estudo foi

aprovado por Comité de Etica em Pesquisa (Anexo 3).
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ABSTRACT Disseminated leishmaniasis (DL) is a distinct, severe, and emerging form of American

tegumentary leishmaniasis. DL has been characterized by more than 10 multiple and pleomorphic
cutaneous lesions, distributed in more than two noncontiguous parts of the body. Mucosal involvement is
detected in up to 44% of cases. The development of the DL involves a complex and poorly understood
network involving parasite, host immune response, and the environment, where L. braziliensis
polymorphism plays a major role. A decrease in the type 1 immune response in the peripheral blood of
DL patients appears to be caused by the attraction of Leishmania-activated T cells to the multiple
cutaneous lesions. DL is a difficult to cure disease and failure to pentavalent antimony therapy is observed

in at least 60% of cases. Drug Dev Res 72:437-441, 2011.

© 2011 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is a
noncontagious infectious disease, caused by several
Leishmania species; it can be associated with a
spectrum of clinical forms: cutaneous leishmaniasis
(CL), mucosal leishmaniasis (ML), anergic diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL), and disseminated
leishmaniasis (DL).

DL is an emergent and severe form of ATL,
initially described in 1920 by Torres in Bahia, Brazil
[Costa et al., 1986]. It has also been observed in other
regions of Brazil and South America [Galvdo et al.,
1993; Ogawa et al., 2006; Calvopina et al., 2005]. DL
has also been reported in the Old World [Alborzi et al.,
2008]; some cases are associated with immunosuppres-
sion [Agostini et al., 1998; Schraner et al, 2005;
Lindoso et al., 2009].

DL can be caused by several species of Leishmania,
like L. amazonensis [Carvalho et al., 1994], L. guyanensis
[Couppié et al., 2004], and L. panamensis [Calvopina

© 2011 Wiley-Liss, Inc.

et al, 2005], but the main causative agent in the
New World is L. braziliensis [Turetz et al., 2002].

The site of Corte de Pedra, located in the south of
the state of Bahia, provides the opportunity to study
the different clinical manifestations of L. braziliensis
infection. For instance, L. braziliensis can cause CL,
ML, DL, and atypical forms of ATL [Jones et al., 1987;
Barral-Netto et al., 1995; Guimardes et al., 2009].
Periodic surveys in this region show that the frequency
of DL has been increasing over the past few years. DL
was considered a rare disease, responsible for 0.2% of
cases of all ATL identified from 1978 to 1984 in this
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endemic area [Jones et al., 1987]. However, from 1992
to 1998, this figure rose to 1.9% [Turetz et al., 2002].
More recently, we documented DL in more than 3% of
ATL cases diagnosed in the Health Post of Corte de
Pedra in the year 2009, indicating that DL is rapidly
spreading in the region.

To understand the dynamics of the spread of DL,
we mapped its distribution in our endemic area during
1993-2002. We found two peaks in the incidence of
DL, the first associated with a clustering in the inner
region around Corte de Pedra, and the second with a
spread into the coastal region [Scheriefer et al., 2009].

ETIOPATHOGENESIS

A complex and poorly understood network
involving parasite, host immune response, and the
environment is implicated in the development of DL.

Role of the Parasite and Host Immune Response

DL is a disease associated with L. braziliensis
infection in the great majority of cases in Brazil.
Although the first case reports of DL in Bahia showed
L. amazonensis as well as L. braziliensis as the causative
agents [Costa et al., 1986; Carvalho et al., 1994], during
the last decades we only have isolated L. braziliensis
from DL cases [Turetz et al., 2002]. In the endemic area
of Corte de Pedra, the identification of a multiclonal
L. braziliensis population structure showed that
L. braziliensis genotypes are accompanied by specific
disease manifestations, including DL [Schriefer et al.,
2004; Leopoldo et al., 2006]. We found evidence that
antigens prepared from genotypically distinct strains of
L. braziliensis induce different degrees of immune
response. For instance, L. braziliensis antigens derived
from DL patients stimulates higher interferon-y (IFNvy)
and (TNFa) production than L. braziliensis antigens
from CL patients [Leopoldo et al., 2006].

However, the evaluation of peripheral cytokine
production in DL patients shows lower IFNy and
TNFao production when compared with CL [Turetz
et al., 2002], suggesting that a peripheral decrease in
the type 1 immune response allows parasite growth and
dissemination. Interestingly, in contrast to DCL, which
is associated with a high in situ parasite load [Convit
et al., 1972], Leishmania amastigotes are not readily
found in DL lesions, and an absence of type 1 immune
response against Leishmania antigens is not documented
in DL [Carvalho et al., 1994; Leopoldo et al., 2006].

Data from in situ studies by our group show that
lymphocytic infiltration and the expression of IFNy,
TNFqo, CCL2, CCL3, CCL11, and CXCL10 do not
differ among CL and DL, whereas CXCL9 is produced
mainly by peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from DL patients compared with CL
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(unpublished data). CXCL9 is a chemokine induced
by IFNy and associated with T-lymphocyte recruitment
and proliferation [Whiting et al., 2004; Teixeira et al.,
2006]. These data suggest that a decrease in the type 1
immune response in the peripheral blood of DL
patients is attributable to the attraction of Leishmania-
specific T cells to the multiple cutaneous lesions.
Therefore, the preserved tissue immune response in
DL may explain the absence or low number of
parasites in the lesions, as well as the development of
ulcers similar to that observed in CL.

The presence of DL cases in HIV carriers or
immunosuppressed patients is reported in association
with other Leishmania species [Agostini et al., 1998;
Schraner et al., 2005; Lindoso et al., 2009]. We found
no evidence for any type of immunosuppression in DL
patients from the L. braziliensis endemic area of Corte
de Pedra. This data favors the parasite’s role in
determining the outcome of ATL.

Role of the Environment

Adult males and agricultural workers are at
higher risk of acquiring DL as compared with patients
with localized CL [Turetz et al., 2002], suggesting that
exposure to the parasite is associated with occupational
activities in plantation fields located in previous
Atlantic forest regions. The link of DL to specific
exposures to occupational products or vectors is
unknown and should be investigated.

More recently, we have documented an increasing
number of DL cases in patients <18 years old,
suggesting a pattern of peridomiciliar transmission of
the disease.

CLINICAL AND LABORATORIAL ASPECTS

DL is clinically different from CL and DCL. DL
is defined by the presence of >10 mixed-type lesions
(e.g., acneiform, papular, nodular, and/or ulcerated),
located in >2 body parts (head, trunk, arms, and legs),
and some patients present with hundreds of lesions all
over the body (Figs. 1 and 2). The number of lesions
may range from 10 to 800 [Carvalho et al., 1994; Turetz
et al., 2002]. Many cases present a dissemination phase,
in which a single initial lesion, usually in one extremity,
is followed by disseminated lesions that may involve the
entire body, after a period of few days up to 8 weeks.
Most DL patients (55%) have widespread dissemina-
tion (legs, arms, trunk, and face) at the time of
presentation, and all cases present lesions above the
waistline [Turetz et al., 2002]. The rapid spread of the
lesions and occurrence of systemic symptoms (fever,
chills, malaise) in 50-75% of cases suggests direct
hematogenic dissemination [Carvalho et al, 1994;
Turetz et al., 2002]. Interestingly, some patients
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Fig. 1. DL patient with erythematous and hyperkeratotic papules and
superficial nodules on the face, also presenting acneiform lesions in
the thorax. [Color figure can be viewed in the online issue which is
available at wileyonlinelibrary.com.]

Fig. 2.

DL patient presenting a leishmaniasis classical ulcer in lower
limb (initial lesion) associated with multiple papules and acneiform
lesions in the trunk. [Color figure can be viewed in the online issue
which is available at wileyonlinelibrary.com.]

(25%) develop disseminated disease after initiation of
treatment with pentavalent antimony (Sb") for the
initial localized lesion [Turetz et al., 2002]. A high
frequency of nasal mucosal involvement is observed in
DL and may vary from 29% [Turetz et al., 2002] to 38%
[Carvalho et al., 1994] and up to 44% in a recent case
series Figure 2.

The diagnosis of DL is based mainly on the clinical
characteristics as described above. The intradermal
leishmania skin test, along with histopathological aspects
and parasite identification, can be used to confirm ATL
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Fig. 3. Histopathology of a DL papular skin lesion caused by
L. braziliensis stained by H&E. x 20. Dermis with chronic inflamma-
tion rich in macrophages, lymphocytes, and plasma cells involving
hair follicles. [Color figure can be viewed in the online issue which is
available at wileyonlinelibrary.com.]

and to differentiate it from other clinical forms. The
positivity of the leishmania skin test varies among the
clinical forms of ATL. Whereas it has a sensitivity of
84-100% for CL and ML [Shaw et al., 1975], patients
with DCL are negative [Convit et al., 1972]. In DL the
Montenegro skin test can be positive or negative
[Carvalho et al., 1994], with 67% of positivity in 36
patients tested (unpublished data). Additionally, the
negativity of the leishmania skin test in DL cases is
transitory and is restored after treatment [Carvalho
et al., 1994]. DL histopathology shows a mononuclear
infiltrate with a predominance of plasma cells. In some
patients, a granulomatous reaction and few amastigotes
are observed. The acneiform lesions show a follicular
pattern, with an intense inflammatory infiltrate around
the follicles [Carvalho et al., 1994] (Fig. 3).

The main differential diagnosis of DL is
with anergic diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL)
(Table 1). DCL is characterized by multiple infiltrating
nodules and plaques resembling lepromatous leprosy,
as well as by the absence of ulcers, no mucosal
involvement, and a negative skin test for Leishmania
antigen. The main causative agents of DCL are
L. aethiopica in the Old World and L. amazonensis in
the New World [Bryceson, 1970; Convit et al., 1972].
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TABLE 1. Clinical, Histological, Parasitological, and Delayed-Type
Hypersensitivity Response in DL and DCL

Diffuse cutaneous
leishmaniasis

Disseminated
leishmaniasis

Clinical picture

Skin lesions Acneiform lesions, Infiltrated nodules
papules and plaques
Ulcers Present Absent
Mucosal involvement  Up to 44% of cases Absent
Parasite in tissue Absent or few Abundant
Leishmania species® Mainly L. braziliensis L. amazonensis,
L. aethiopica
Montenegro skin test Positive >60% Negative

of cases

“Immunocompetent host.

Co-infection with HIV/AIDS modifies the clinical
presentation of CL caused by several Leishmania
species. Thus, HIV-co-infected patients may present
with multiple cutaneous lesions resembling DL or
DCL associated or not with mucosal and visceral
involvement [Nogueira-Castafion et al., 1996; Lindoso
et al., 2009]. The presence of a disseminated phase
associated with systemic symptoms and the presence of
a mixture of multiple acneiform and papular skin
lesions after an initial ulcerated lesion, along with
parasite paucity in the infiltrate and a Montenegro
positive skin test, favors the diagnosis of a “classical”
DL in an immunocompetent host.

THERAPEUTIC OUTCOME OF DL

DL is a difficult disease to cure and pentavalent
antimonials (Sb") in the form of meglumine antimoni-
ate (Glucantime) in its highest dosage of 20 mg/kg/day,
for 30 days, is used for treatment. More than 60% of
cases will require more than one course of Sb" to cure
[Turetz et al., 2002].

Amphotericin B is an alternative drug for cases
where Sb" is not effective or cannot be used. We have
successfully treated 9 DL patients refractory to Sb”
therapy with desoxycholate amphotericin B. All
patients were cured with a 3-mg/kg/dose, 3 times a
week, with a total dose ranging from 650 mg to 1g.
However, the administration of Amphotericin B is
limited in the rural setting by its toxicity and
hospitalization requirement.

More recently, miltefosine, an oral drug active
against several Leishmania species, cured a patient
with DL that had failed to respond to previous Sbv and
Amphotericin B therapy [Gonzélez and Vélez, 2006].
The use of miltefosine in DL patients remains
anecdotal and limited by its cost and unavailability in
several countries, including Brazil. Therefore, DL
remains a therapeutic challenge and much effort
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remains to find a better therapeutic approach to this
severe form of ATL.
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Abstract

Disseminated leishmaniasis (DL) is an emerging form of Leishmania braziliensis infection
characterised by multiple cutaneous lesions on different parts of the body and a high rate of
mucosal involvement. Systemic production of TNFa and IFNy in DL patients is lower than in
cutaneous leishmaniasis (CL) caused by L. braziliensis, which may account for parasite
dissemination due to the decreased ability to control parasite growth. In this study, the systemic
and in situ immune response of DL and CL patients was characterised through evaluation of
chemokine and cytokine production. In situ evaluation showed similar production of IFNy, TNFa,
IL-10, transforming growth factor-beta (TGFp), chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), CCL3,
CCL11 and chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL10) in papular and ulcerative lesions from
DL as well as in ulcerated lesions from CL. Serum levels of CXCL9, a chemokine that attracts T-
cells, was higher in serum from DL than from CL. These data indicate that a decrease in the type 1
immune response in peripheral blood of DL patients is due to attraction of Leishmania antigen-
activated T-cells to the multiple cutaneous lesions. This may account for the absence of or few
parasites in the lesions and for the development of ulcers similar to those observed in CL.
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1. Introduction

Disseminated leishmaniasis (DL) is an emerging form of Leishmania braziliensis infection,
distinguished by its unique clinical and immunological characteristics.1=3 It is characterised
by the presence of a great number of cutaneous lesions spanning more than one area of the
patient’s body, mixed types of skin lesions and a high frequency of mucosal involvement.2:3
The patient typically reports a single initial lesion, usually on the extremities, followed by
dissemination that may involve the entire body, sometimes associated with fever and chills.
The importance of DL is outlined by the severity of the disease, therapeutic challenge and an
increasing prevalence. Whilst in 1986 only 0.2% of all cases of L. braziliensis infection were
DL, in 2000 this figure rose to 2%.2:3

DL is distinct from cutaneous leishmaniasis (CL), mucosal leishmaniasis (ML) and diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL).3-6 The pathogenesis of DL is not established. In a small
number of previously studied cases, we observed a higher frequency of patients with a
negative skin test to Leishmania antigen! and a lower production in vitro of IFNy and TNFa
to Leishmania antigen than in patients with CL.3 Therefore, a decrease in the T-cell response
has been hypothesised to play a major role in parasite dissemination, and abnormal
chemokine production may be associated with this phenomena. The role of chemokines
linking innate to adaptive immunity and in recruiting inflammatory cells to tissue is well
established, but remains unknown in DL. For instance, chemokine (C-C motif) ligand 2
(CCL2) and CCL3 are associated with antileishmanial activity,” and tissue expression of
CCL2 is decreased in DCL.8 It is clear that the majority of fresh acneiform lesions of DL
disappear during the first course of antimony therapy,? but the majority of DL patients
require more than a course of antimony therapy to cure and relapse may occur.3 It is not
known why a high failure rate to antimony therapy is observed in these patients. Host and
parasitic factors may account both for dissemination and response to therapy. The aim of
this study was to characterise better the systemic and tissue immune response in patients
with DL compared with patients with localised CL. Cytokines [IFNy, TNFa, transforming
growth factor-beta (TGFp) and IL-10] and chemokines [CCL2, CCL3, CCL11, chemokine
(C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9) and CXCL10] were measured in peripheral blood, and
tissue expression of these molecules was determined at the lesion site.

2. Materials and methods

2.1. Patients

This study included 32 DL patients recruited from 1998 to 2001 at the health post of Corte
de Pedra, Bahia State, Brazil. The criteria for diagnosis were a clinical picture of DL as
described below, in conjunction with parasite isolation by PCR or a positive skin test for
Leishmania antigen plus histopathological features characteristic of leishmaniasis. DL was
identified according to a case definition of ten or more mixed-type lesions (e.g. acneiform,
papular, nodular and/or ulcerated), located on two or more body parts (head, trunk, arms and
legs).3 CL patients were matched by sex and age (+5 years) with DL cases. Although not
matched by occupation, all DL and CL patients lived in the same endemic area where up to
70% of these patients are farm workers. Patients with CL were characterised by a typical
ulcerated lesion with raised borders and had a maximum of three cutaneous lesions. DL and
CL patients had a disease duration of 1-2 months. There was no clinical evidence of HIV

Trans R Soc Trop Med Hyg. Author manuscript; available in PMC 2011 August 17.



1duasnuey Joyiny vd-HIN 1duasnuey Joyiny vd-HIN

1duasnuey Joyiny vd-HIN

Machado et al.

Page 3

co-infection in CL or DL patients, and no patient had a positive HIV serology. DL patients
were treated with i.v. pentavalent antimonial (SbY) (meglumine antimony; Sanofi-Aventis,
Paris, France), 20 mg/kg body weight daily for 30 days. Criteria for cure were complete
involution of papular lesions and/or total scarring of ulcers 90 days after initiation of
therapy. Informed consent was obtained from each participant.

2.2. Soluble Leishmania antigen (SLA)

SLA used for skin test and in vitro studies was prepared with an isolate of L. braziliensis as
previously described.®

2.3. PCR for Leishmania

DNA isolation was carried out from biopsy samples using the Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Purified DNA was re-suspended in Tris—
EDTA (TE) buffer and was stored frozen at —20 °C until use. Detection of the subgenus
Viannia used the primers 5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' and 5'-
CTAATTGTGCACG-3..

2.4. Evaluation of cytokine production

Levels of CCL2/monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), macrophage inflammatory
protein 1-alpha (MIP-1a)/CCL3, CCL11/eotaxin, CXCL10/IFNy-inducible protein 10
(IP-10) and CXCL9/monokine induced by IFNy (MIG) were measured in the serum of 21
DL patients and 21 CL patients by ELISA.” For determination of cytokines and chemokines,
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from heparinised venous blood
layered over a Ficoll-Hypaque gradient, then washed and re-suspended in complete medium
(RPMI 1640 with 10% heat-inactivated pooled human AB serum) at a concentration of 3 x
108 cells/ml. These cells were added to 24-well plates and were kept unstimulated or were
stimulated with SLA (10 pg/ml) for 72 h at 37 °C in 5% CO,. Supernatants were then
collected and stored at =70 °C. IFNy, TNFa, IL-10 and IL-5 levels were measured by
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; and Pharmingen, San Diego, CA, USA).
Serum levels of chemokines (CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9 and CXCL10) were
determined by ELISA.10

2.5. Evaluation of cytokine and chemokine expression in situ by immunohistochemistry

Skin biopsies from lesion borders of patients with localised CL and DL were frozen in
O.C.T. compound (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA). Immunohistochemistry was
performed using the avidin—biotin peroxidase method with mouse anti-human MIP-1a
(PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), IFNy (Genzyme, Cambridge, MA, USA) and TNFa
(Genzyme) and rabbit anti-human TGFB, CXCL9 and IL-10 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), CCL11/eotaxin, CXCL10/IP-10, CCL12/MCP-1 and MIP-1a.
(PeproTech). After 90 min of incubation at 37 °C, slides were incubated with biotinylated
goat anti-rabbit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) or goat anti-mouse (Santa
Cruz Biotechnology) antibodies. Staining was developed with 3,30-diaminobenzidine
(DAB) (Vector Laboratories) and was counterstained with Mayer haematoxylin. Controls
were performed by incubating slides with IgG isotype control instead of primary antibodies
and proceeding as described above. The whole biopsy section areas were
microphotographed with a final magnification of 200 x and brown-stained areas were
counted using Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Inc., San José, CA, USA) and ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Results are expressed as
percent of biopsy area stained positive.
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2.6. Statistical analysis

A Mann-Whitney test was performed for all continuous non-parametric variables. Data
were statistically significant if the probability of a type | error was < 0.05.

3. Results

Demographic and clinical features of the 32 patients with DL are shown in Table 1. Patients
were primarily adults and male, with a short duration of illness (<60 days) and had up to 412
lesions. The trunk and face were most commonly involved (Figure 1). Leishmania
braziliensis was identified by PCR in 15 DL cases and in 12 CL cases. Histopathology
showed absent or few parasites both in CL and DL lesions (data not shown). Failure after
one course of ShY therapy was observed in 22 (76%) of 29 DL patients.

3.1. Serum levels of chemokines

Serum levels of CCL2, MIP-10/CCL3 and CCL11 were similar in the two groups of patients
(Figure 2A). There was a trend for higher levels of CCL3 in CL (252 = 503 pg/ml) than in
DL patients (67 = 106 pg/ml). The serum concentration of CXCL9 was higher in DL (3560
+ 4683 pg/ml) than in CL (1108 + 1061 pg/ml) (P = 0.004) and there was a trend for higher
levels of CXCL10 in DL (661 + 634 pg/ml) than in CL (448 + 330 pg/ml) (Figure 2B). Data
are given as mean + SD.

3.2. Analysis of cytokine production in peripheral blood mononuclear cells from
disseminated leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis patients

As shown in Figure 3A, the concentration of TNFa (112 + 188 pg/ml, range 0-884 pg/ml)
and IFNy (490 £ 530 pg/ml, range 0-1782 pg/ml) in supernatants of antigen-stimulated
PBMCs from DL patients was lower (P < 0.0001) than in supernatants of PBMC from CL
patients (641 £ 775 pg/ml and 1561 + 1166 pg/ml, respectively). Undetectable
concentrations of IFNy expressed as 0 pg/ml were only observed in 3 (9.4%) of 32 cases of
DL. IL-5 and IL-10 levels were significantly lower (P < 0.05) in DL (54 £ 61 pg/ml and 22
+ 53 pg/ml, respectively) than in CL patients (161 £ 117 pg/ml and 44 + 62 pg/ml) (Figure
3B). In all cases, the IFNy level was higher than IL-5 and IL-10 levels. Data are given as
mean = SD.

In the present series, 44% of the patients with DL had mucosal involvement. However,
different from the deep ulcers and nasal septum perforation observed in classical ML
patients, the patients presented nodular and superficial ulcers. Previous studies comparing
the immunological response in patients with ML and CL have shown that ML is
characterised by high production of IFNy and TNFa and low production of 1L-10.11-13
Therefore, levels of these cytokines in patients with DL and mucosal lesions were compared
with those without mucosal disease. Whilst there was no difference in IFNy production
between these two groups of patients (665 + 538 pg/ml vs. 460 + 538 pg/ml), production of
TNFa by PBMCs from patients with DL with mucosal lesions was higher (191 + 275 pg/ml)
than in those without mucosal disease (93 £ 211 pg/ml) (P = 0.02).

3.3. In situ chemokine and cytokine production in disseminated leishmaniasis and
cutaneous leishmaniasis

Tissue expression of CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9, CXCL10, IFNy, TNFa, IL-10 and
TGFp was analysed in the ulcerated lesions of CL patients and was compared with papular
and ulcerated lesions from matched DL patients (Table 2). Among the chemokines, similar
tissue expression was found both in DL and CL lesions, although there was a trend for a
generally lower production in papular DL compared with ulcerated CL and DL. Expression
of CXCL10 was higher in ulcerated DL lesions, although this was not significant (Figure 4).
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Analysis of CXCL9 expression in the tissue was not possible due to cross-reaction of the
antibodies leading to high background levels.

In situ expression of IFNy, TNFa, 1L-10 and TGFp also showed a similar pattern, with a
higher (non-significant) TGF expression in ulcerated DL (Table 2).

4. Discussion

The host immunological response plays a pivotal role in the pathogenesis of tegumentary
leishmaniasis. Whilst in CL and ML an exaggerated type 1 immune response is associated
with tissue damage,1213 in patients with DCL an absence of cell-mediated immune response
allows parasite multiplication and dissemination.1415 DL patients may present a hundred
lesions and, compared with CL and ML, have a lower production of IFNy and TNFa.3
Therefore, it has been suggested that a decrease in the peripheral production of Thl
cytokines may favour dissemination of the lesions in DL. Here we compared the systemic
and tissue immune response in CL and DL. These data indicate that the tissue immune
response observed in DL is similar to that detected in CL. As these patients present multiple
lesions, it is likely that the majority of Leishmania-reactive T-cells are in the lesion, leading
to a decrease in parasite antigen-specific T-cells in the blood and consequently decreased
production of TNFa and IFNy observed in PBMC cultures of DL compared with patients
with CL.

The hypothesis that parasite dissemination in DL is associated with a decrease in type 1
immune response comes from studies that show a decreased production of IFNy and TNFa
in supernatants of PBMCs of DL in comparison with CL and also an absence of delayed-
type hypersensitivity response to Leishmania antigens in some DL patients.3 This hypothesis
was supported by the role of the absence of type 1 immune response in DCL, the anergic
form of CL, which is also associated with multiple cutaneous lesions.® However, DCL
differs from DL in clinical, histopathological and immunological features. Specifically, in
DCL the lesions usually do not ulcerate and histopathology shows an increase in
macrophages with a high number of amastigotes inside the cells.®14 In DL the papular and
acneiform lesions progress to ulcer, lymphocyte infiltration and granulomas are found, and
an absence or low numbers of parasites are documented.? These histopathological findings
are similar to those observed in CL. We confirmed here that IFNy and TNFa. systemic levels
are significantly lower in DL compared with CL. However, it is clear that the majority of
these patients produce IFNy and some of them produce as much IFNy as patients with CL.

Chemokines play a relevant role in the migration of activated T-cells and are themselves
induced by T-cell-derived cytokines. For example, CXCL9 and CXL10 act on chemokine
(C-X-C motif) receptor 3 (CXCR3), which are preferentially expressed on Thl lymphocytes
and are themselves induced by IFNy.” CXCL11 can induce production of IL-12 by dendritic
cells, whereas CCL2 and CCL3 can attract monocytic cells and induce antileishmanial
activity.”18 It has been shown that tissue expression of CCL2 is decreased in DCL in
comparison with CL.8 We found no differences regarding the in situ expression of cytokines
(IFNy, TNFa, TGFB) and chemokines (CCL2, CCL3, CCL11, CXCL10) comparing papular
and ulcerated lesions of DL with the classical ulcerated lesion of CL. In the current series,
CXCL9 levels were higher in DL compared with CL. Elevated levels of CXCL9 in the
serum of DL patients contrast with the lower production of IFNy and TNFao by PBMCs of
these same patients. However, it could indicate that Leishmania-specific T-cells were being
recruited to the lesion site and were participating in the pathogenesis of the lesion, as pro-
inflammatory cytokines are associated with tissue damage in L. braziliensis infection.12:13
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Mucosal lesions were found in 44% of the DL patients in this study. ML is characterised by
an increased secretion of TNFa,12 and treatment with pentoxifylline, a TNFo. inhibitor,
associated with antimony accelerates healing of ML.17 Although DL patients produce lower
levels of TNFa than CL and ML patients, it was shown here that systemic TNFa production
in DL patients with mucosal lesions was higher than that observed in patients with DL
without mucosal involvement. These data further support a role for TNFa in the
pathogenesis of mucosal disease.

These data show that the tissue immune response in DL is similar to that observed in CL. It
is possible that a transitory impairment of the T-cell response early in Leishmania infection
may play a role in parasite dissemination. However, as the infection progresses, the local
immune response is able to control parasite growth and only a few amastigotes remain in the
lesion site. Later on, as a result of the local inflammatory response, the lesion becomes
ulcerated.2 The documentation that the histopathology of DL is similar to CL and
characterised by lymphocyte and macrophage infiltration? supports this sequence of events
not yet demonstrated. This study pointed out that other possibilities should be evaluated to
explain the peculiar manifestation observed in this clinical form of leishmaniasis. First,
because a down-modulation of the immune response is observed in the early phase of CL.18
Second, because we recently showed that isolates of L. braziliensis from DL patients have
genotypic and phenotypic differences compared with isolates from CL.1920 Therefore, the
possibility that dissemination is due predominantly to parasite factors of L. braziliensis
should be evaluated. Regarding the decreased levels of type 1 cytokines detected in
supernatants of PBMCs from patients with DL, the current data argue in favour that it may
be due to a low number of Leishmania-antigen specific T-cells in peripheral blood as these
cells have been attracted to tissue in an attempt to Kill parasites present in the multiple
lesions observed in these patients. The presence of parasite antigen-specific T-cells at the
lesion site explains the low parasite burden observed in DL as well as the in situ cytokine
and chemokine profile similar to CL described here, which may explain the development of
ulcerative lesions resembling what is found in CL.
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Figure 1.
A disseminated leishmaniasis patient with intense facial and trunk involvement.
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Figure 2.

Chemokine production in 21 disseminated leishmaniasis (DL) and 21 cutaneous
leishmaniasis (CL) patients: (A) chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), macrophage
inflammatory protein 1-alpha (MIP-10/CCL3) and CCL11 production and (B) chemokine
(C-X-C motif) ligand 9 (CXCL9) and CXCL10 production in serum were determined as
described in Section 2.4. Chemokine levels were measured by ELISA. Symbols refer to data
for individual patients and the horizontal bar indicates the median.
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Figure 3.

Cytokine profiles in 12 disseminated leishmaniasis (DL) and 8 cutaneous leishmaniasis (CL)
patients: (A) IFNy and TNFa and (B) IL-5 and IL-10 production in peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) supernatants stimulated with Leishmania antigen were
determined as described in Section 2.4. Levels of cytokines were measured by ELISA. Data
are given as mean (blocks) £ SD (bars).
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Figure 4.

Tissue expression (% of stained area) of chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL10) in
cutaneous leishmaniasis (CL) and disseminated leishmaniasis (DL): biopsy section showing
production of CXCL10 in (A) a CL ulcerated lesion, (B) a DL papule and (C) a DL ulcer
(final magnification, 200 x).
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Table 1

Demographic and clinical findings of the 32 patients with disseminated leishmaniasis

Characteristic

Age (years) (mean + SD) 34+15
Gender M:F (n) 27:5

No. of lesions [median (range)] 61 (15-412)
Positive skin test [n/N (%)] 25/30 (83)
Mucosal disease test [n/N (%)] 14/32 (44)

Failure following one course of Sb¥ [n/N (%)]  22/29 (76)

ShV: pentavalent antimonial.
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In situ production of cytokines and chemokines in 8 cutaneous leishmaniasis (CL) and 12 disseminated

Table 2

leishmaniasis (DL) patients

Cytokine/chemokine (% of staining area) (median + SD) CL DL papule DL ulcer @
IFNy 19.2+105 187%+6.1 189%119
TNFa 142+65 80+104 133%165
IL-10 215+126 176+42 227%154
TGFB 16.8+16.3 21.7+88 359%7.1
CCL2 279+104 16.7+39 228x109
CCL3/MIP-1a 124+79 195+£75 19115
CXCL10 176+16.8 238+34 231x181
Eotaxin 258+45 176+59 23.8+13

TGF: transforming growth factor-beta; CCL: chemokine (C-C motif) ligand; MIP-1a: macrophage inflammatory protein 1-alpha; CXCL:

chemokine (C-X-C motif) ligand.

aThe P-value was > 0.05 when comparing the three groups.

Trans R Soc Trop Med Hyg. Author manuscript; available in PMC 2011 August 17.
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XI. RESULTADOS:

Caracteristicas Demograficas

Foram avaliados 121 pacientes com diagnostico de LD no dia da
admissdo no Posto de Saude de Corte de Pedra, nos anos de 2009 a 2011,
correspondendo a 3,3% dos casos de LTA acompanhados no Servi¢o nesse
periodo. Noventa e nove (82%) eram do género masculino e 22 (18%), do
género feminino. A idade variou de 9 meses a 81 anos, com idade média de 35
+/- 16,8 anos (Tabela 6).

Cem pacientes (83%) eram lavradores e 21 (17%) eram estudantes
(Tabela 6).

Tabela 6- Caracteristicas demogréficas dos 121 pacientes portadores de
Leishmaniose Disseminada acompanhados no Posto de Saude de Corte de Pedra,
BA, 2009-2011

Caracteristicas Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Demogréficas
Geénero’
Masculino 99 82
Feminino 22 18
Idade 35 (+/-17a - 9m-80a)
<18 anos 101 83,5
Adultos 20 16,5
Atividade
Lavrador 100 83
Estudante 21 17
Total 121 100

*p > 0,05 Teste t

Caracteristicas Clinicas

Oitenta e trés (68,6%) pacientes apresentaram lesdo inicial ulcerada, de
bordos elevados e fundo granuloso, localizada em é&rea exposta, a qual se

seguiram multiplas lesbes acneiformes, papulas, pequenas placas e
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exulceracOes; sendo que a maioria dos pacientes apresentou entre 10 e 50
lesdes cuténeas (Tabela 7).

Dos 46 pacientes que tiveram a mucosa nasal examinada, 23 (50%)
apresentaram sinais de comprometimento mucoso por Leishmania (Tabela 7).
As lesdes mucosas observadas foram nddulos e Glceras superficiais — estagios

| e Il, nédulo sem ulceracdo e Ulcera superficial, respectivamente (Lessa,

2012).

Tabela 7- Caracteristicas clinicas de 121 pacientes portadores de Leishmaniose Dissemina,
acompanhados no Posto de Salde de Corte de Pedra, BA, 2009-2011.

Caracteristicas Clinicas  Menores de 18 anos Adultos Total
N % N % N %

Ulcera inicial

Presente 12 60 71 70,3 83 68,6

Ausente 8 40 30 29,7 38 31,4
NGmero de lesdes”

10-50 lesdes 16 80 60 61,2 76 64,4

51-100 lesGes 2 10 11 11,3 13 11

>100 lesdes 2 10 27 27,5 29 24,6
Envolvimento Mucoso** 8/17 47 15/29 51 23/46 50
Linfadenopatia*** 13 65 41 40,6 54 44,6

N: frequéncia absoluta % frequéncia relativa “p>0,1 T. Qui-quadrado ~ “"p>0,1 T. Exato de Fisher ~ ""p=0,05 T. Exato de Fisher

Linfadenopatia foi observada em 54 (44,6%) pacientes; em 44 deles,
apenas uma cadeia ganglionar foi envolvida, sendo a cadeia inguinal a mais

acometida (Tabelas 7 e 8).
N&o houve diferencga significante entre adultos e menores de 18 anos,

quanto a apresentacdo clinica da doenca.
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Tabela 8 — Frequéncias absoluta e relativa de cadeias ganglionares envolvidas em
121 pacientes portadores de Leishmaniose Disseminada acompanhados no Posto de
Saude de Corte de Pedra, BA, 2009-2011.

Cadeia Ganglionar Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)

Cervical 10 17
Sub-mandibular 1 1,73
Axilar 10 17
Epitroclear 1 1,73
Inguinal 35 61
Retro-auricular 1 1,73
Total 57 100

Cinquenta e dois (43%) pacientes relataram sintomas sistémicos durante
0 periodo de disseminacdo das lesdes. Sensacdo de febre foi referida por 34
pacientes e mal-estar geral em 20 casos; em 6 casos ndo foi realizado o

inquérito quanto a existéncia de queixas sistémicas (Tabela 9).

Tabela 9 — Frequéncias absoluta e relativa de sintomas sisttmicos observados durante o
periodo de disseminacdo em pacientes com Leishmaniose Disseminada acompanhados no
Posto de Saude de Corte de Pedra, BA, 2009-2011.

Sintomas sistémicos Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Presentes 52 43
Sensacao de febre 24 20
Mialgia 13 11
Cefaléia 7 5,8
Anorexia 9 7,4
Mal-estar 20 16,5
Ausente 63 52
Sem registro 6 5
Total 121 100

Aspectos laboratoriais

A Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) foi positiva em 65% (79)
dos pacientes: 63 adultos e 16 menores de 18 anos (Tabela 10). Em doze
casos, o registro da IDRM ndo foi realizado, seja porque o exame foi feito em
outra unidade de saude e ndo se teve acesso ao resultado, seja porque o

paciente perdeu o dia da leitura.
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O parasita foi isolado e identificado como L. braziliensis em 63 dos 65
casos pesquisados (97%), por meio de cultura e/ou PCR (Tabela 10). Nao foi
observada outra espécie de Leishmania.

As biopsias mostraram epiderme com hiperceratose, acantose,
espongiose e exocitose de células inflamatorias. A derme apresentou infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario, inclusive na regido perivascular. Também
foram observados macrofagos, células gigantes e granulomas (Figura 1).

Tabela 10- Aspectos laboratoriais em 121 pacientes portadores de Leishmaniose
Disseminada acompanhados no Posto de Saude de Corte de Pedra, BA, 2009-2011

Aspectos laboratoriais Menores de 18 anos Adultos Total
N % N % N %
Reacdo de Montenegro
Positiva 16 80 63 62,4 79 65
Negativa 2 10 28 21,7 30 25
Sem registro 2 10 10 9,9 12 11
Identificacdo do parasita - - 63/65 97 63/65 97

Figura 1 - Histopatologia da borda da ulcera e da papula de 121 pacientes
portadores de Leishmaniose Disseminada acompanhados no Posto de Salde de
Corte de Pedra, BA , 2009-2011

;infiltrado

linfoplasmocitario perivascular; (C) focos de infiltrado inflamatdrio na derme
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Aspectos terapéuticos

Dos 121 pacientes acompanhados, 114 (94%) foram tratados com
antimonial pentavalente. Quarenta e dois pacientes (36,8%) curaram somente
com o antimonial pentavalente, 19 precisaram de mais de uma série da
medicacdo (Tabela 11).

Falha terapéutica ao antimonial pentavalente foi observada em 33 (29%)
dos casos. Os pacientes adultos apresentaram maior frequéncia de faléncia ao
tratamento com a medicacdo, quando comparados aos pacientes com menos
de 18 anos (Tabela 11).

Determinada a falha terapéutica ao antimonial pentavalente, foi
utilizada a anfotericina B desoxicolato em 33 pacientes. Em todos esses casos
foi observada cura clinica (Tabela 11). O critério para substituicdo do
antimonial pentavalente pela anfotericina foi clinico: auséncia de melhora de
mais de 50% das lesdes apos a segunda série ou lesdes graves, destrutivas que
ndo responderam a primeira série do antimonial.

Em seis pacientes a anfotericina B lipossomal foi utilizada em
monoterapia, na dose de 3mg/Kg/dia, durante 7 dias, com dose total de
21mg/Kg, com resolucdo da doenga em todos 0s casos.

Em dois pacientes foi utilizada a miltefosina (2,5mg/Kg/dia, 28 dias):
em um foi obtida cura, em outro foi necessaria uma série de 30 dias de
antimonial pentavalente para completa cicatrizacdo das lesoes.

Dois 06bitos foram constatados durante o acompanhamento, mas néo foi
possivel determinar se tais eventos tiveram relacdo com a doenga ou com 0

tratamento.
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Em dezembro de 2011, ao final do seguimento, 28 (23%) pacientes
haviam abandonado as consultas e 9 (7,4%) ainda estavam em tratamento
(Tabela 11).

Tabela 11- Resposta terapéutica ao antimonial pentavalente em 114 pacientes com

diagnostico de Leishmaniose Disseminada acompanhados no Posto de Saude de Corte de
Pedra - BA, 2009-2011.

Resposta ao antimonial Menores de 18 anos (%)  Adultos (%)  Total (%) Valor de p”
Cura 12 (63,1) 30 (31,6) 42 (36,8) 0,005

1 série 8 (42,1) 15 (15,8) 23 (20,2) -

2 séries 2 (10,4) 13 (13,7) 15(13,1) -

3 séries 1(5,3) 2(21) 3(2,6) -

4 séries 1(5,3) - 1(0,9) -
Falha terapéutica 1(5,3) 32 (33,7) 33 (29) 0,005
Em tratamento ou perda de 6 (31,6) 31 (32,6) 37 (32,5) -
acompanhamento
Obito - 2(2,1) 2(1,7) -
Total 19 (100) 95 (100) 114 (100) -

"Teste Exato de Fisher

N&o houve relacdo entre o numero de lesbes, linfadenopatia ou
envolvimento mucoso com faléncia do tratamento com antimonial ou

necessidade de anfotericina B (Tabela 12).

Tabela 12. Influéncia dos aspectos clinicos na resposta ao tratamento com antimonial
pentavalente em pacientes com diagnostico de Leishmaniose Disseminada acompanhados
no Posto de Salde de Corte de Pedra — BA, 2009-2011.

Aspectos Clinicos Cura com SBY/miltefosina  Resgate com anfotericina B Risco p
Menores de 18 anos 12 1

Adultos 30 32 94 0,005
10-50 lesGes 50 15

51-100 lesdes 7 3

Acima de 100 lesdes 19 8 1,21 0,757
Lesdo mucosa 17 4

Sem lesdo mucosa 39 12 0,76 0,76
Linfadenopatia 33 17

Sem linfadenopatia 41 15 2,3 0,08
Montenegro pos. 54 16

Montenegro neg. 19 9 0,62 044

“Teste Exato de Fisher ~ Teste de Qui-quadrado
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Caracteristicas imunologicas

Foram avaliados 32 pacientes com LD e 32, com LC, acompanhados no
Posto de Saude de Corte Pedra no periodo de 1998 a 2001.

Producdo de citocinas e quimiocinas por células mononucleares no

sangue periférico, apos estimulo com antigeno soluvel de Leishmania (ASL):

os niveis de IL-5 e IL-10 foram significativamente menores nos pacientes com
LD (54 = 61 pg/ml e 22 + 53 pg/ml) quando comparados aos pacientes com
LC (161 £117 pg/ml e 44 + 62 pg/ml); assim como os niveis de IFNy e TNFa
(Gréfico 3). Ja a concentracdo de CXCL9 foi mais elevada nos pacientes com
LD; a avaliacdo das demais quimiocinas ndo mostrou diferenca (Grafico 3).
N&o houve diferenca significativa entre os pacientes com LD com e sem
envolvimento mucoso, quanto a produ¢do de IFNy, mas os niveis de TNFa

foram mais elevados naqueles com lesdo mucosa (Tabela 13).

Gréfico 3. Produgao de INFy, TNFa, IL-5 e IL-10 por células mononucleares de
sangue periférico, apos estimulo com antigeno solvel de Leishmania em pacientes
portadores de Leishmaniose Disseminada (DL) e Leishmaniose Cutanea (CL), 1998
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Gréfico 4. Producdo de CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9 e CXCL10 por células
mononucleares de sangue periférico, apos estimulo com antigeno soltvel de
leishmania em pacientes portadores de Leishmaniose Disseminada (DL) e
Leishmaniose Cutanea (CL), 1998 — 2001.
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Tabela 13 - Produgdo de INFy e TNFa por células mononucleares de sangue
periférico apds estimulo com antigeno solGvel de Leishmania em pacientes
portadores de Leishmaniose Disseminada, com e sem envolvimento mucoso,
acompanhados no Posto de Saude de Corte de Pedra, BA 1998 — 2001.

Com lesdo mucosa Sem lesdio mucosa p
INFy (pg/ml) 665 + 538 460538 >0,05

TNFa (pg/ml) 191 + 275 93+ 211 0,02
*Teste de Mann-Whitney

Producdo tecidual de citocinas e quimiocinas: a expressao de

CXCL10/1P-10 foi mais elevada nas ulceras dos pacientes com LD (Figura 2),
no entanto, esse achado nédo foi estatisticamente significante. Nao foram
observadas diferencas significantes nos niveis das demais citocinas e
quimiocinas nas amostras extraidas das papulas dos pacientes com LD e

bordas das Ulceras de ambos os grupos de pacientes (Tabela 14).
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Figura 2 - Expresséo tecidual de CXCL10/IP-10 em amostras de Ulcera e papula de
pacientes com Leishmaniose Disseminada e Leishmaniose Cuténea, acompanhados
no Posto de Saude de Corte de Pedra, BA , 1998 — 2001.

£ Al
Expresséo tecidual medida por percentagem de area corada. (A) Ulcera de LC; (B) péapula de LD; (C)
Ulcera de LD

Tabela 14. Producéo tecidual de citocinas e quimiocinas em pacientes portadores de
Leishmaniose Disseminada e Leishmaniose Cutanea, acompanhados no Posto de
Saude de Corte de Pedra, BA, 1998 — 2001.

Citocinas e Quimiocinas LD (papula) LD (Glcera) LC (Ulcera)

IFNy 18,7+6,1 189+119 19,2+105
TNFa 8+10,4 13,3+16,5 142+6,5
IL-10 176+4,2 227+154 215+126
TGFp 21,7 +8,8 359+7,1 16,8 +16,3
CCL2 16,7+ 3,9 228+109 279+104
CCL3/MIP-1a 195+75 19,1 + 15 124+79
CXCL10/1P-10 238+34 23,1+18,1 17,6+16,8
CCL11/eotaxina 176 £5,9 23,8 +13 258+45

*percentagem de area corada, expressas por média e desvio padrao

p>0,05 quando os trés grupos foram comparados
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XIl. RESUMO DOS RESULTADOS

1- A Leishmaniose Disseminada permanece como forma emergente de
Leishmaniose Tegumentar Americana, na regido de Corte de Pedra,
Bahia, Brasil.

2- Observou-se proporcdo consideravel de pacientes menores de 18 anos,
sugerindo uma aproximacgédo do bindmio parasita-vetor da regido peri-
domiciliar.

3- E forma de dificil tratamento, sendo necessarias maltiplas séries de
antimonial pentavalente ou associagao com anfotericina B para cura.

4- Os aspectos clinicos possivelmente ndo influenciam na resposta
terapéutica.

5- Nao héa diferenca entre adultos e menores de 18 anos quanto a histéria

clinica da doenca.

Os pacientes com LD apresentam resposta Thl semelhante aos pacientes com
LC, porém deslocada para o territorio cutaneo, sugerindo que a resposta

inflamatdria tecidual esteja associada a exuberancia do quadro clinico.
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XI111. DISCUSSAO:

A cada ano, a frequéncia de casos novos de LD vem aumentando na
regido de Corte de Pedra (Jirmanus et al, 2012). Essa forma de LTA é de
grande importancia pelo extenso acometimento cutaneo e pela necessidade,
em grande parte das vezes, de mais de uma série de antimonial ou da
associagao com anfotericina B para o tratamento, acarretando maior tempo de
doencga, comprometimento da qualidade de vida e da capacidade laboral do
paciente.

As caracteristicas demograficas — predominancia de adultos, do género
masculino, lavradores — seguem a tendéncia encontrada em todas as formas de
LTA diagnosticadas na regido de Corte de Pedra. No entanto, observamos
uma frequéncia elevada de pacientes menores de 18 anos acometidos pela
patologia, sugerindo a possibilidade de uma aproximacdo do trinbmio
parasita-vetor-hospedeiro do ambiente peri-domiciliar.

A histdria da doenca € caracterizada pelo surgimento de lesdo ulcerada,
em area exposta. Dias a semanas depois, associam-se as lesdes disseminadas:
acneiformes, papulosas e pequenas exulceracdes, conforme ja observado em
outros relatos (Carvalho et al, 1994; Turetz et al, 2002).

Na presente série, a mucosa nasal foi acometida em 50% dos casos.
Estudos anteriores na mesma regido, encontraram frequéncias semelhantes,
variando de 29 a 48% (Carvalho et al, 1994; Turetz et al, 2002; Jirmanus et al,
2012), contrastando com os cerca de 3% de envolvimento mucoso observado
por Jones et al (1987) e dos 1,2% contabilizados, no periodo de 1992 a 1998,
por Turetz et al (2002) nos pacientes com LC. As lesdes se apresentaram em
estagios iniciais de gravidade, quando comparadas as ulceras profundas e a

perfuracdo encontradas nos pacientes com LM (Marsden et al, 1994; Lessa et
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al, 2012), sugerindo que a mucosa seria mais um local de envolvimento, sem
denotar necessariamente maior intensidade da resposta inflamatoria. Podem
contribuir para o encontro de lesdes menos destrutivas 0 aumento da
frequéncia de casos de LD na regido de Corte de Pedra associado ao trabalho
de esclarecimento da comunidade quanto aos aspectos da doenca, propiciando
0 diagnostico mais precoce e a observacdo de lesdes com tempo menor de
evolucgdo.

O teste de hipersensibilidade tardia para Leishmania varia conforme as
diferentes formas clinicas de LTA,; sendo positiva em 84 a 100% dos casos de
leishmaniose cutaneo-mucosa e negativa nos pacientes com LCD (Shaw et al,
1975). A Reacdo de Montenegro pode ser positiva ou negativa nos casos de
LD (Guimaraes et al, 2005); no presente estudo, foi observada uma frequéncia
de positividade de 65% dos casos.

Caracteristicas clinicas que pudessem sugerir maior gravidade ou menor
responsividade ao tratamento, como maior namero de lesGes, mais de uma
cadeia ganglionar acometida, lesdo mucosa e negatividade na reacdo de
Montenegro ndo interferiram no prognéstico. Ndo foram observadas
diferencas entre adultos e menores de 18 anos quanto a evolugéo da doenca.

Em todas as formas de LTA o padrdo de resposta imune do hospedeiro
desempenha papel central na apresentacdo clinica da doenca.

Estudos iniciais sobre a imunopatogénese da LD mostraram que essa
forma de LTA apresentava produ¢do de INFy e TNFa, porém em niveis bem
mais baixos quando comparados aos pacientes de LC (Turetz et al, 2002). Tais
achados sugeriam que a disseminacdo se devia a uma falha na resposta imune
do hospedeiro ao parasita.

Nesse estudo, confirmamos a observacdo de que a concentracdo sérica

de INFy e TNFa ¢ mais baixa nos pacientes portadores de LD, porém os niveis
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elevados de CXCL9 - quimiocina relacionada a atracdo de linfocitos T
ativados para o sitio de inflamacdo (Teixeira et al, 2006) - sugerem que haja
um movimento dos linfocitos T especificos em direcdo aos tecidos,
provavelmente na tentativa de controlar a multiplicacdo da Leishmania. Tal
hipotese é compativel com o infiltrado linfocitario, com a formacdo de
granulomas e com a escassez de parasitas observados nos exames
histopatoldgicos da LD (Carvalho et al, 1994).

A semelhanca na expressdo de citocinas e quimiocinas nos tecidos
aproxima ainda mais a imunopatogénese das formas disseminada e cutanea da
LTA.

Assim, a presente serie sugere que o perfil de resposta imune de ambos
0s grupos de pacientes é semelhante e as multiplas lesbes observadas nos
pacientes de LD poderiam ser devidas a conjuncdo com outros fatores como
caracteristicas ambientais, do hospedeiro ou das diferentes sub-espécies de L.

braziliensis (Leopoldo et al, 2006).
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XIV. PROPOSTAS DE ESTUDO

1- Investigacdo do papel do parasita no desenvolvimento da LD:

estudos realizados na regido de Corte de Pedra tém demonstrado a

existéncia de diferentes clones de L. braziliensis e que esses clones

poderiam estimular graus variados de resposta imune (Leopoldo et al,

2006) e assim, estar associados as diferentes formas clinicas de LTA

observados na regido (Schriefer et al, 2004). Assim, propomos a

pesquisa e identificacdo de clones de Leishmania associados a LD.

Desenho do estudo: Corte Transversal

Populacdo do estudo: pacientes com diagnostico de LD
Metodologia: realizacdo de biopsia de pele para realizacdo de
PCR para identificacdo dos clones de Leishmania

Analise estatistica: a relacdo entre os diversos clones de
Leishmania e LD sera determinada por meio do Teste de Qui-

quadrado

2- Associacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas in vitro e in situ com

progndstico: avaliacbes das citocinas e quimiocinas realizados pelo

Nnosso grupo mostraram que 0s pacientes de LD apresentam resposta

imune tipo Th1 localizada nos tecidos. Propomos a avaliacdo do perfil

dessas citocinas e quimiocinas e a evolugédo da doenca.

Desenho do estudo: Coorte
Populacéo do estudo: pacientes com diagnostico de LD
Metodologia: coleta de sangue e amostra de pele para

determinacgéo da producao de citocinas e quimiocinas in vitro e in
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situ associando-as ao tempo necessario para resolucdo das lesoes,
numero de séries de antimonial pentavalente e necessidade de
tratamento com anfotericina B

e Anadlise estatistica: a analise de risco sera feita por meio do Teste

Exato de Fisher

3 Desenvolvimento de protocolo de tratamento: esse trabalho mostrou

que 62% dos pacientes com LD necessitaram de mais de 1 série de
antimonial ou da associagdo com anfotericina B para atingirem a cura.
Ainda ndo existe uma padronizacdo quanto aos critérios a serem
utilizados na decisdo terapéutica. A criacdo de um protocolo de
tratamento proporcionaria uma otimizagdo no uso das medicacdes e,
principalmente, uma reducdo no tempo de tratamento com retorno mais

precoce do paciente as suas atividades habituais.

e Desenho do estudo: ensaio clinico, randomizado

e Metodologia: pacientes clinicamente  semelhantes seréo
comparados quanto a resposta aos diversos esquemas terapéuticos

e Analise estatistica: 0os esquemas terapéuticos serdo comparados
quanto ao percentual de curados e 0 tempo necessario para a cura,

através do Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
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XV. CONCLUSOES

A Leishmaniose Disseminada ¢é forma grave de Leishmaniose
Tegumentar Americana, emergente na regido de Corte de Pedra, Bahia,
associada a extenso envolvimento mucoso e cutaneo, de dificil tratamento e

caracterizada por resposta inflamatdria Th1 concentrada nos tecidos.
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XVI. SUMMARY

Epidemiologic, Clinical, Immunologic and Therapeutic Aspects of
Disseminated Leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis
Disseminated Leishmaniasis is a form of American Tegumetary
Leishmaniasis, characterized by multiple and pleomorphic lesions
distribuited in more than two noncontiguous parts of the body. Important
because it is emerging, severe and difficult to cure. Objective:
description of the clinical, epidemiologic, immunologic and therapeutic
aspects. Study Design: Series of cases, Transversal cut and Coorte.
Patients, Materials e Methods: follow-up of 121 LD patients. In vitro
and in situ expression of INFy, TNFa, IL5, IL10, CCL2, CCL3, CCL11,
CXCL9 and CXCL10 were evaluated in 64 LD and Cutaneous
Leishmaniasis (CL) patients. Results: adults, agriculturists men had more
chances of acquire DL. Mucosal disease was observed in 50% of the
cases, 64% presented 10 to 50 lesions, Montenegro skin test was positive
in 65% and Leishmania braziliensis was identified in 97% of the patients.
In vitro production of IFNy and TNFa were lower in DL patients. CXCL9
was higher in DL patients when compared with CL. In situ expression of
cytokine and chemokine were similar in both forms. Conclusions: Cure
was observed in 36,8% of patients using antimonial (Sb"); amphotericin B
was used in 29%, with cure in all of them. Adults have more risk to
treatment fail with Sb¥. DL patients presented a type 1 immune response
concentrated in the tissue.

Keywords: Disseminated Leishmaniasis, American Tegumentary

Leishmaniasis, L. braziliensis
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Anexo 1 — Prontuario do Posto de Saude de Corte de Pedra

Centro de Referéncia em Leishmaniose Dr. Jackson M. L. Costa - Corte de Pedra, PTN, BA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR (CID 10: 56.1)

A Pucte Clinicn

1. Data d LTCP

2. Identificugio S

Nome: Apeli

Tdude: Sexo: Ocupngios— Educagho:

Gravidez? Sim Nio  Duragio da gravidez: Método para prevengiio da gravide

Local de Data de Nasc.:
Residéncin atual:

Tempo de Moradia: Referéncia
Local de Contaglo:
Excluir o Paciente Doengas antecedentes?
N*de fumiliares cmncusn Disbetes Sim Ndo
N com lelshmaniose tegumentar o passado ¢ no presente:——— | Hiperteusio Sim Nio
N*com = durante o ano passad Doenga cardidca  Sim Nao
Sinty iémicos’ Docnga rennl Sim - Nio

Alguma hipersensibilidade a medicamento?  Sim  Nio Qual

Localizagho:

Linfadenpatia: ~ Sim  Nio  Duraglo:
Localizagho ¢ Tamanho das lesdes ¢ linfonodoy
3. Exame Fisico o

PA—/ PR

o °C Pesa —_(kg) Altura ~ om

Lesio dapele: Sim Nio  Disseminada: Sim Nio

N lesbes ulceradas: —_ Duragdo:
N lesdes nfio ulceradas®: Duragio:
N cicatrizes antigay; ——  Dumgho:

*tipo de lesko: papulosa ( ), nodular ( ), verucosa ()
sus

Centro de Referéncia em Leishmaniose - Corte de Pedra MR e 0 = Centro de Referéncia em Leishmaniose - Corte de Pedra LTCP

3.Exame Fisico ORLMATA L /)

Lesdes mucosas ativas: Sim Nio  Duragio:

Envolvimento:

Nasal( ) Bucal( ) Faringe( ) Laringe( )

C. Tratamento para leishmaniose
1. Teraptutica anterior com antimonial Sim Nio Quando (ano) N dias Dosagem
‘Tratamento com outro medicamento? Sim Nio Qual?
B 2. Terapéutica atual
Aplicador (a) do
Agente de Saiide da drea

@@/

Outros:.
Data Tratamento Avaliagio Observagiio
Gravidade: Superficial Sim Nio
rofunda Sim Nio

Peso do paciente (kg)—__ | Entrou num estudo? Sim Niio
Estigio da lesio mucosa: I( ) 1I( ) () IV( ) V( ) Il _ Qual2
Descrigiio do exame ORL: Dosagem didria (ml):

N° de dias:
B. Exames

© Cicatrizago total

1. Lelshmaniose Peso'do paciente (ki) o Cicatrizacio parcial
© Uleera ativa
TDRM CULTURA Droga: Theinke
Data Leitura Data Resultado o
1 Dosagem didria (ml).______ | © Lesdes cutineas novas____
© Lesdes mucosa novas
7 % Nedediosi | o Linfonodo presente Sim Ndo
Tamanho
Histopatologia: Sim Nio Pos Neg PCR(fome______)Sim Nio Pos Neg *

. © Cicatrizagdio total
Peso do paciente (kg)— | o Cicatrizagdo parcial
© Ulcera ativa

2. Outros exames

PPD(Data____ [/ ;Leitura ECG Normal?  Sim Nio, Droge | Tamanho
s © Lesbes cutineas novas__
Dosagem didia (milf—— | ; 1, 5es mmscosa novas
Glicemia, B-HCG Pos Neg HIV Pos Neg outros: ¢ -
N° de dias: o Linfonodo presente Sim Ndo!
Tamanho
Parasitologico de fezes Data Espécie Data Tratamento
‘ © Cicatrizagio total
. Peso do paciente (kg)— | o Cicatrizagio parcial
s © Ulcera ativa
Drog | Tamanho.
2" amostra i © Lesdes cutineas novas____
Dosagem diria (mlf——— 5  ; ges mucnsa novas
— N de dias: ° Lx.::fonm::: presente Sim Nio
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal da Bahia
Servico de Imunologia
Termo de Consentimento para investigacdo clinica

Titulo do Projeto: RESPOSTA IMUNE E CO-INFECCAO VIRAL NA LEISHMANIOSE
DISSEMINADA

163 155 11 TP UUPRUUSRIPPROt

Para ser lido por todos os adultos participantes do estudo e pelos responsaveis legais pelos menores
participantes do estudo: As informacdes a seguir descreverdo o estudo e a forma como vocé e o seu filho
participardo. O investigador respondera quaisquer perguntas que vocé ou seu filho possam fazer sobre o
estudo. Por favor, escute cuidadosamente e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informac6es
prestadas.

Propésito do Estudo: No6s estamos convidando vocé e/ou sua crianga para participar de um estudo sobre a
leishmaniose disseminada, que nés estamos fazendo no posto de salde de Corte de Pedra. Esta doenca €
causada pela picada de um mosquito infectado e causa muitas lesdes na pele. Nds estamos pedindo para
vocé/sua crianga participar deste estudo porque vocé/sua crianca apresenta essa doenca. Os objetivos deste
estudo séo caracterizar melhor as mudangas que esta infecgdo causa no seu organismo, avaliar se a infecgéo
com os virus HTLV e HIV podem ter associacdo com a apresentacdo desta forma de leishmaniose e verificar
se existem fatores no seu dia-a-dia que possam estar relacionados & manifestacéo da doenca. HTLV e HIV s&o
virus que podem estar presentes no organismo, capazes de diminuir suas defesas contra as infecgdes.
Procedimetos a serem sequidos : Se vocé/sua crian¢a decidir participar voluntariamente depois de ler este
consentimento, vocé respondera a um questionario sobre as caracteristicas do seu dia-a-dia, serdo colhidos 30
a 50 ml de sangue e serd feita uma bidpsia (retirada pequena amostra) de uma das suas lesdes de pele.
Pequenos procedimentos, como a bidpsia de pele, apresentam pequeno risco de complicacdo, como
sangramento ou infec¢do local, todos de manejo facil e para o qual a equipe de trabalho est4 preparada para
conduzir. Vocé receberd o tratamento ja estabelecido para leishmaniose disseminada.

Sigilo: Pela sua participagdo neste estudo, ha um risco que sua informagdo pessoal e médica seja conhecida
por outros. Porém, nds faremos todo esforco para manter confidencial os achados de exame fisico e as
informagdes do prontuario médico; s vocé/sua crianga, os profissionais do posto de saide de Corte de Pedra
e 0s medicos investigadores terdo acesso a elas.\Vocé /sua crianga ndo serd identificado em qualquer relatdrio
ou publicagBes resultantes deste estudo.

Participacdo Voluntédria: Sua participacdo ou de crianca neste estudo € voluntéria. Vocé/sua crianca pode
recusar a participar ou desistir da participa¢do a qualquer momento que vocé/sua crianga assim decidir. Sua
recusa ou de sua crianga em participar de todo o estudo ou em parte deste, ou sua decisdo ou da crian¢a de nao
mais participar do estudo, ndo afetard de modo algum qualquer tratamento que vocé precise no posto de saide
de Corte de Pedra. Isto também ndo vai prejudicar suas futuras relagdes ou de sua crianga com o posto de
salide.VVocé/sua crianca ndo tera qualquer custo extra neste estudo. Informacdo adicional pode ser obtida no
Servi¢co de Imunologia do Hosp. Univ. Prof. Edgard Santos com Dr. Paulo Machado ou Dra. Maria Elisa.
Tel: (71)3339-6234, (71)3237-7353, (71)87556865.

Contatos: Se vocé /sua crianga tiverem qualquer outra questdo sobre a sua participagdo ou de sua crianga neste
estudo ou sobre seus direitos e de sua crianca como objeto de pesquisa , por favor contacte o Dr. Paulo
Machado ou Dra. Maria Elisa, nos telefones acima.

Consentimento: Eu ouvi e entendi estas informacBes. Minhas perguntas foram respondidas. Eu
voluntariamente consinto a participacdo:

Assinatura do Paciente Data Hora

Impresséo do Polegar do Paciente
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Ouvi_e entendi este formuldrio de consentimento, minhas perguntas foram respondidas. Consinto
voluntariamente na participacdo da crianca da qual sou 0 pai/mae ou responsavel legal:

Assinatura do Pai/ Mae ou Responsavel legal Data Hora

Impressédo do Polegar do Pai/ Mée ou Responsavel legal

estemunha Data Hora

Assinatura do Investigadores Data Hora
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Anexo 3: Oficio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do COM-HUPES

Puatsfoey Brazi - Mmstens 23 Sao0e
HozpEal Universisno Frof. [Edgard Santos-UFBA - HUPES
PROJETO DE PESQUISA

Titulo: DETERMMNANTED DO HOSPEDEIRD E DO PARASITO MNA LESHMANIODIE
TEGUMENTAR HUMANA; RECPOSTA IMUNE PROTETORA E PATOLOGICA MNA,

LEMZ-ANIOZE TEGLAIENTAR
Arsa Tematiox
Pecoulcador Eogar Marelng de Caraiho Fike Wercdoo 1
Imettulgdo: Hozpky Universithrio Prof. Edgard Tansos- CAAE Q122521200000 20=%
IEE,

PARECER CONSUSSTANCIADD DO CEP

Mamero g0 Parecer: £1£3%
Dads da Relaboria: 21082012

Aprecentapds do Projete;

Cfjetive 28 Pasquies:

Avallagda goc Ricoos o Banefolos:

Comentinos ¢ Conclderagdes cobre 8 Pecguica:

Concilerapdec Lobre oF TEIMCT C0 2Dreeeniaqac obrigatora;

Conoltdes ou Pendinois ¢ Licta or Nadequagdec:

2Rusg3s G0 Parsoer:

Heoscolta Apreciaqdo da CONER.
nNio

& g i i M SAIUETE BRI 30 DTS ITOAFISS BO1 AT DBMSSC B ul 3 ORI T LETEna 8
A ek 3 TR R el reg BORER § FpaTey B

TALYEADOR 0. de i G 2012

Ay o
Brept jont o Siwa Baceed
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Anexo 4: PublicacBes adicionais realizadas durante o periodo do doutorado

ARTIGO 3

“The -2518bp promoter polymorphism at CCL2/MCP1 influences
susceptibility to mucosal but not localized cutaneous leishmaniasis in Brazil.”
Infection, Genetics and Evolution 10(5):607-13, 2010

ARTIGO 4

“American Tegumentary Leishmaniasis in Bahia.” Nederlands Tijdschrift
Voor Dermatologie en Venereologie 20(10): 645-50, 2010

ARTIGO 5

“Epidemiological and clinical changes in American tegumentary
leishmaniasis in an area of Leishmania (Viannia) braziliensis transmission
over a 20-year period.” American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene 86(3):426-33, 2012
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