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I. RESUMO

Introducdo: A primeira linha de tratamento da leishmaniose tegumentar americana (LTA) é
baseada nos derivados do antimonial. A refratariedade ao antimdnio é frequente entre os
pacientes com LTA. Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal causa de LTA no Brasil. A
L. (V.) braziliensis causa trés formas de leishmaniose na Bahia: leishmaniose cutanea localizada
(LC), a mais comum com pequenas lesbes auto curaveis até as formas mais grave e de dificil
tratamento, a leishmaniose mucosa (LM), e a leishmaniose disseminada (LD). Métodos e
Resultados: Neste estudo, foram incluidos 91 casos de LTA (67 LC, 7 LM e 17 LD) de uma
regido endémica para L. (V.) braziliensis, chamada Corte de Pedra (CP), no estado da
Bahia/Brasil, e 0s quais apresentaram culturas de parasitos positivas. Foram avaliados: (1)
associacdo entre o gendtipo de L.(V) braziliensis e a resposta dos pacientes ao antimoniato de
meglumina (Glucantime®); (2) a distribuicdo geografica dos pacientes refratarios ao glucantime
dentro da regido afetada; e (3) a resisténcia da L. (V.) braziliensis ao Glucantime® in vitro. Os
parasitas foram genotipados com base no sequenciamento de um unico locus polimérfico (que
comega na posi¢do 3074 do cromossomo 24) desta populacdo de L. (V.) braziliensis. Para a
avaliacdo da distribuicdo geogréfica dos casos responsivos e refratérios, as coordenadas
geogréaficas dos locais de moradia dos pacientes foram adquiridas por GPS e comparados
usando o teste de Cusick and Edwards. As coordenadas dos locais de moradia dos pacientes
foram plotadas em uma foto de satélite da regido para inspecdo visual, usando o sistema de
informacdo geogréfica (SIG). Foi encontrado que a refratariedade é amplamente distribuida na
regido, quase que uniformemente, contudo ndo foi possivel detectar associagbes entre 0s
gendtipos dos parasitos e a resposta ao tratamento. A sensibilidade ao antiménio foi avaliada
expondo as formas promastigotas da L.(V) braziliensis a concentracBes crescentes do
antimoniato de meglumina (Glucantime®) in vitro. Os parasitos de pacientes com LM e LD
foram significantemente mais resistentes ao antimonial do que aqueles isolados dos casos de
LC. Assim, a resisténcia ao antimdnio observada in vitro esta de acordo com o que tem sido
observado em campo, onde o0s pacientes com LM e LD tendem a ter uma resposta menor ao
tratamento com Glucantime® do que os individuos com LC. Embora nédo tenha sido encontrada
associacdo entre as cepas parasitarias e a resposta ao tratamento nestes pacientes com LTA, na
genotipagem dos isolados foi usado um Unico locus, o qual certamente limitou o poder
discriminatério da técnica. Conclusdo: Nos estudos futuros, estas associacfes devem ser
repetidas aplicando mais loci polimorficos na genotipagem dos isolados de L. (V.) braziliensis
de Corte de Pedra.

Palavras chave: L.(V.) braziliensis, resisténcia, refratariedade, antimonial



ABSTRACT

Introduction: The first line treatment of American tegumentary leishmaniasis (ATL) is based
on antimony derivatives. Refractoriness to antimony is frequent among ATL patients.
Leishmania (Viannia) braziliensis is the major cause of ATL in Brazil. L. (V.) braziliensis
causes three forms of leishmaniasis in Bahia: localized cutaneous (CL), the most common with
few cutaneous lesions self-cure to the more severe and difficult to treat mucosal (ML) and
disseminated leishmaniasis (DL). Methods and Results: In the current study we enrolled 91
cases of ATL (67 CL, 7 ML, 17 DL) from the region endemic for L. (V.) braziliensis named
Corte de Pedra (CP), in the state of Bahia/Brazil, which rendered positive parasite cultures. We

evaluated: (1) association between the L.(V) braziliensis genotypes and patients response to
meglumine antimoniate (Glucantime®); (2) geographic distribution of Glucantime
refractoriness within the affected region; and (3) resistance of L. (V.) braziliensis to
Glucantime® in vitro. The parasites were genotyped by sequencing of a single locus found to be
polymorphic (starting in position 3074 of chromosome 24) for that population of L. (V.)
braziliensis. For evaluation of geographic distribution of responsive and refractory cases, the
geographic coordinates of patient’s living sites were acquired by GPS and compared by the
Cusick and Edwards test. The coordinates of the patient's living sites were also plotted onto a
satellite photograph of the region for visual inspection, using a geographic information system.
We found that refractoriness is wide spread in the region, almost evenly, but could not detect
association between parasite genotype and response to treatment. Sensitivity to antimony was
evaluated exposing L.(V) braziliensis promastigotes to increasing concentrations of meglumine
antimoniate (Glucantime®) in vitro. Parasites from ML and DL patients were significantly more
resistant to antimony than those isolated from CL cases. Thus in vitro resistance to antimony
paralleled what is commonly observed in the field, where ML and DL patients tend to respond
more poorly to Glucantime® than CL individuals. Although we did not find associations
between parasite strain and treatment response in these ATL patients, we used a single locus in
the genotyping, which certainly limited our discrimination hability. Conclusion: Future studies
should retest this association employing more loci polymorphic among the L. (V.) braziliensis of
Corte de Pedra.

Palavras chave: L.(V.) braziliensis, resistence, refractoriness, antimony.



1. OBJETIVOS

° Geral:

Avaliar se existe associacdo entre 0s gendtipos e os isolados da L.(V.)
braziliensis provenientes de formas distintas de LTA e as respostas ao tratamento in

vivo (respostas dos pacientes) e in vitro.

. Especificos:

1. Avaliar a associacdo entre genotipo de L.(V.) braziliensis e resposta

terapéutica dos casos de Leishmaniose tegumentar americana;

2. Avaliar a susceptibilidade in vitro ao Sbh' das promastigotas de L.(V.)

braziliensis isolados de casos de LTA de Corte de Pedra;

3. Auvaliar as distribuicbes geograficas dos isolados de L.(V.) braziliensis
empregados no primeiro objetivo na area endémica de CP e determinar o

padréo espacial de respostas ao tratamento em Corte de Pedra.
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I11. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo causadas por diversas espécies de protozoarios do género
Leishmania, que apresentam em seu ciclo evolutivo a forma promastigota no inseto e
amastigota no hospedeiro vertebrado (Grimaldi Junior & Tesh, 1993). A doenca €
transmitida pela picada do flebotomineo infectado, acomete as células do sistema
fagocitico mononuclear e 6rgédos internos, podendo cursar com formas tegumentares e

viscerais (Desjeux, 1996).

A leishmaniose é uma doenca endémica com larga distribuicdo, sendo
considerada uma das seis principais doengas infecciosas a nivel mundial (MS, 2007).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima-se que cerca de 350 milhdes
de pessoas em 88 paises correm o risco de contrair a doenga, com incidéncia anual de 2

milhGes e prevaléncia de 12 milhdes casos (MS, 2007).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) constitui um problema
de satde publica com uma ampla distribuicdo geografica, sendo as principais espécies
de Leishmania causadoras da LTA: Leishmania (Viannia) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis. A LTA estudada pela L.(V.)
braziliensis se apresenta sobre diversas formas clinicas, que vao desde a forma cutanea
com pequenas lesbes auto curaveis até as formas mais graves, mucosa e disseminada. A
espécie € bastante prevalente no estado da Bahia, ocorrendo, sobretudo em éareas de
atividade agricola com desmatamento. A doenca afeta pessoas de todas as idades e

sexos, frequentemente atingindo individuos produtivos (MS, 2007).
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A L.(V.) braziliensis é o agente causal da LTA na area endémica de Corte de
Pedra (CP), regido sudeste da Bahia, onde encontramos as formas cutanea, mucosa e
disseminada da leishmaniose. Nos ultimos anos, tém-se observado um numero elevado
de casos LTA em Corte de Pedra. Na década de 80, foram diagnosticados uma média de
200 casos anuais de LTA no Posto de Saude de Corte de Pedra; ja em 2009, mais de
mil novos casos foram diagnosticados naquela unidade de saude (Jirmanus et al, 2012).
Nesta regido, a incidéncia da leishmaniose disseminada aumentou mais de dez vezes
nos Ultimos 20 anos (Guimaraes et al, 2009). O tratamento para esta doenca € a base de
sais de antimoniato pentavalente, na dosagem de 15 a 20mg Sb'/Kg/dia nas formas
cutaneas por um periodo de 20 dias consecutivos, podendo-se prolongar o ciclo para 30
dias apos trés meses do termino do primeiro ciclo. Na forma mucosa e disseminada
recomenda-se 20mg Sh'/Kg/dia durante 30 dias consecutivos podendo repetir o ciclo
apos trés meses. Em caso de falha ap6s este periodo recomenda-se o0 uso de uma droga
de segunda linha, a anfotericina B. O critério de cura, ou seja, de resposta satisfatoria ao
tratamento consiste na cicatrizacdo completa das lesdes, com epitelizacdo e sem
presenca de processos inflamatorios. Caracteriza-se como falha terapéutica, a ndo
cicatrizacdo das lesbes com aumento do processo inflamatério ao redor da lesdo inicial
ou recidiva das lesdes ap6s o termino do tratamento (Rodrigues et al, 2006; Rojas et al,

2006; Llanos-Cuentas et al, 2008).

Na leishmaniose, diversos fatores podem influenciar o desfecho terapéutico, tais
como: a genetica e resposta imune do hospedeiro, a resisténcia natural do parasito a
droga e a forma clinica da doenca (Hadighi et al, 2006; Azeredo-Coutinho et al 2007).

Tem sido descrito que a refratariedade da leishmaniose aos antimoniais tem se elevado
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em varias regides do planeta (Lira et al, 1999; Sundar et al 2000; Hadighi et al, 2006;
Arevalo et al 2007; Llanos-Cuentas et al, 2008;) e que a L.(V.) braziliensis apresenta
um elevado polimorfismo genético e fenotipico (Saravia et al, 1998; Cupolillo et al
2003; Schriefer et al 2004). Na regido de Corte de Pedra, area onde o0 presente estudo
foi realizado, a populacdo de L.(V.) braziliensis € multiclonal e diferentes cepas
parasitarias tém se mostrado associadas a quadros clinicos especificos de LTA
(Schriefer et al 2004; Queiroz et al, 2012). Com base nesses achados, nossa hipotese é
que o polimorfismo parasitario também pode influenciar os desfechos terapéuticos na
LTA causada pela L.(V.) braziliensis. Estudos anteriores vém salientando que 0 sucesso
e a falha terapéutica variam entre espécies e entre cepas distintas de uma mesma espécie
de leishmania (Arevalo et al 2007; Llanos-Cuentas et al, 2008). A identificacdo de
cepas de L.(V.) braziliensis associadas a falha terapéutica com antimoniais abrira a
oportunidade para a identificacdo de biomarcadores parasitarios que possam ser
empregados no melhor manejo terapéutico da LTA. Esses biomarcadores se baseariam
em sequéncias do genoma parasitario, presentes predominantemente nas cepas

encontradas em pacientes refratarios ao tratamento.
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V. REVISAO DA LITERATURA

IV.1 Historico da Doenca

As leishmanioses sdo doengas provocadas por protozoario flagelado do género
Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Esses
protozoérios tém ampla distribuicdo geografica, parasitam mamiferos e outros
vertebrados, e tém como hospedeiros invertebrados insetos hemat6fagos denominados
flebotomineos. Os flebotomineos sdo vetores da ordem diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae. No Velho Mundo, o género encontrado é o Phlebotomus
enquanto que nas Américas, diversas espécies do género Lutzomyia transmitem
Leishmania sp. A depender da regido, estes insetos sd@o conhecidos como tatuquira,
birigui, mosquito palha, dentre outros (Pearson & Sousa, 1995; Desjeux, 1996). Os
parasitas causadores da leishmaniose apresentam a seguinte posi¢do sistematica (Levine

et al, 1980):

Reino: Protista, Haeckel (1866).

Sub- reino: Protozoa, Goldfuss (1817)

Filo: Sarcomastigophora, Honigberg e Balamuth (1963)

Sub-filo: Mastigophora, Desing (1866)

Classe: Zoomastigophorea, Calkings (1909)

Ordem: Kinetoplastida, Honigberg (1963) emend. Vickerman (1976)

Sub-ordem: Trypanosomatida, Kent (1880)
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Familia: Trypanosomatidae, Doflein (1901) emend. Grobben (1905)
Género: Leishmania, Ross (1903).

No Velho Mundo, a leishmaniose foi chamada pelos viajantes como botéo- do-
oriente devido as caracteristicas das leses. No Novo Mundo, as primeiras observacdes
clinicas foram feitas por Oviedo em 1535 e Pizarro em 1571, que descreveram a doenca
com presenca de lesBes desfigurantes na mucosa oral e nasal nos vales quentes e tmidos
da encosta da Cordilheira dos Andes, onde cultivavam a coca. Em 1764, no Peru, Bueno
descobriu o inseto transmissor da doenga. Cunnigham em 1885 fez a primeira
observacao dos parasitos do género Leishmania dos casos de leishmaniose visceral na
india. Ross e Wright em 1903 identificaram e relataram o parasito, denominando-o de
Leishmania donovani ao parasito causador do calazar e ao parasito encontrado no botéo-
do-oriente de Leishmania tropica. Nicolle em 1908 denominou de Leishmania infantum
0 parasito do calazar do Mediterraneo. Este pesquisador foi o primeiro a cultivar
parasito no meio de cultura Nicolle, Novy e McNeal (NNN) (Medeiros & Roselino,

1999; Rath et al, 2003; MS, 2007).

No Brasil, em 1855, a leishmaniose foi descrita por Cerqueira que chama
atencdo a presenca de lesdes com caracteristicas similares ao do botdo-do-oriente. Em
1908, devido a construcdo de estradas de Ferro em S&o Paulo, a doenca passou a ser
conhecida como Ulcera-de-Bauru. Em 1911 Gaspar Vianna cunhou o parasito causador
dessa doenca no Brasil como Leishmania braziliensis, devido as diferencas
morfoldgicas existentes entre a Leishmania tropica causadora do botdo-do-oriente, e 0

agente etioldgico da leishmaniose cutanea brasileira. Este cientista introduziu o tartaro



21

emético na terapéutica da leishmaniose tegumentar em 1912. Aragdo foi o primeiro
cientista a evidenciar o papel do flebotomineo na transmissdo da doenca em 1922. Em
1926, Montenegro introduziu a intradermoreacdo no diagnostico imunologico, sendo

utilizada até os dias atuais (Medeiros & Roselino, 1999; MS, 2007).

IV.2 Classificagdo Taxondmica

A classificacdo taxondmica do género Leishmania é dificil devido a fatores
como ampla distribuicdo geografica e a diversidade de espécies. Primeiramente, a
avaliacdo taxondmica se baseou em caracteristicas clinicas, sendo entdo refinada com
aplicacdo de critérios baseados em aspectos epidemiolégicos, bioldgicos, bioquimicos e

moleculares do parasito (Grimaldi & Tesh, 1993; Atlas, 2006).

No Velho Mundo, a leishmaniose cutdnea é causada principalmente pelas
espécies Leishmania major e L. tropica, e no Novo Mundo pelos complexos de espécies

L. mexicana e L. braziliensis (Pearson & Sousa,1995; Pinheiro, 2004).

Existem oito espécies de leishmanias pertencentes ao subgénero Viannia (V.) e

Leishmania (L.), que s&o responsaveis pela doenca no ser humano no Novo Mundo:

o Leishmania (V.) braziliensis (Vianna, 1911) causa lesdes cutaneas e mucosas, e
apresenta distribuicdo geografica estendendo-se da América Central ao Norte da

Argentina.

o Leishmania (V.) guyanensis (Floch, 1954): causa predominantemente lesdes
cutaneas e ocorre na Calha Norte da Bacia Amazonica, Guianas e paises do noroeste Sul

americano;
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o Leishmania (V.) panamensis (Lainson & Shaw, 1972) causa
predominantemente lesbes cutaneas, e ocorre na América Central e Costa Pacifica da

América do Sul;

o Leishmania (V.) lainsoni (Silveira et al., 1987) rara, causa lesbes cuténeas e

ocorre no norte do Estado do Parg;

o Leishmania (L.) mexicana (Biagi, 1953) causa lesbes cutaneas localizadas e

eventualmente difusas e ocorre no México e América Central;

o Leishmania (L.) amazonensis (Lainson & Shaw, 1972) causa lesdes cutaneas e
eventualmente difusas, e ocorre desde a América Central até o norte, nordeste, centro-

oeste e sudeste da América do Sul;

o Leishmania (L.) venezuelensis (Bonfante-Garrido, 1980) causa lesbes cutaneas

e ocorre na Venezuela;

o Leishmania (L.) chagasi (Cunha & Chagas, 1937) causa a forma visceral com
febre, anemia, hepatoesplenomegalia, emagrecimento e ocorre do México ao norte da

Argentina, com predominio no nordeste brasileiro (Lainson et al, 1994; Atlas, 2006).

I1VV.3 Epidemiologia da Leishmaniose

A leishmaniose constitui um importante problema de saude publica, que afeta
cerca de 88 paises distribuidos pela maioria dos continentes. Estima-se que 350 milhGes
de pessoas ao redor do mundo corram o risco de contrair a doenca, estando a incidéncia
anual em 2 milhdes e a prevaléncia em 12 milhdes de casos (MS, 2007). A leishmaniose

é considerada uma das seis principais doencas infecciosas e a segunda com maiores
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indices de obitos, cerca de 59 mil casos, perdendo apenas para a malaria (Desjeux,
2004; Alves et al, 2008). No Novo Mundo, existem dois tipos de leishmaniose:
leishmaniose visceral americana; e leishmaniose cutdnea ou tegumentar americana

(Grimaldi Junior & Tesh, 1993; MS, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 90% dos casos de leishmaniose
mucocutanea e cutanea ocorrem no Brasil, Bolivia, Peru, Afeganistdo, Ird, Arabia
Saudita e Siria (MS, 2007). A leishmaniose tegumentar americana (LTA) abrange desde
o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, ndo ocorrendo no Uruguai € no
Chile. Devido a sua ampla distribuicdo geografica, a leishmaniose cutanea foi notificada
em 19 unidades da federacdo na década de 80, enguanto que em 2003 foram
confirmados casos autoctones em todos os estados brasileiros. A partir desta década,
registrou-se um aumento no numero de casos anuais variando de 3000 para 35748
(1995). No periodo de 1991 a 2010 a incidéncia média anual tem sido de
aproximadamente 27.374 casos registrados e com coeficiente de deteccdo média de 16,4
cas0s/100.000 habitantes. Ao avaliar o perfil da LTA no Brasil podemos observar uma
crescente expansdo geografica com uma maior predominancia de casos na Regido Norte
com cerca de 36,4% do total de casos registrados no periodo de 1991 a 2010 e com
coeficientes médios de 80 casos /100.000 habitantes, seguido da regido Centro-Oeste
36,5 caso0s/100.00 habitantes e da Regido Nordeste com 19,9 casos/100.000 habitantes

(MS, 2010).

No Sudeste da Bahia, a regido de Corte de Pedra tem uma alta incidéncia de
LTA. Na década de 80 eram diagnosticados cerca de 200 casos anuais de LTA, mas a

partir de 2009, mais de mil novos casos anuais passaram a ser registrados na regido



24

(Jirmanus et al, 2012). A leishmaniose disseminada aumentou mais de dez vezes sua
incidéncia em relacdo as demais forma de LTA em CP ao longo dos ultimos 20 anos

(Guimarées et al, 2009).

Cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral (LV) séo registrados em
Bangladesh, Brasil, Nepal, india e Suddo. No periodo de 1998 a 2009, a incidéncia
media anual de LV no Brasil foi de 3349 casos, com coeficiente de 1,97 casos/100.000
habitantes. A leishmaniose visceral americana (LVA) pode ser encontrada em 22
unidades federadas, atingindo as cinco regides brasileiras. Dados de 2010 registraram a
seguinte distribuicdo da LVA no Brasil: Regido Nordeste, 47,1% dos casos; Norte
18,0%; Sudeste, 17,8%; Centro-Oeste, 8,6%; e Sul 0,1%, sendo mais frequente no sexo
feminino e em criangas. Esta forma da doenca é considerada grave quando néo
diagnosticada precocemente, podendo resultar em até 90% de &bito entre 0os néos

tratados (MS, 2010).
I1V.4 Ciclo Evolutivo da Leishmania sp.

O ciclo biologico da Leishmania é do tipo heteroxénico, passando o parasito por
uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado, e outra extracelular no
inseto vetor. Predominam as formas amastigotas e promastigotas nesse ciclo. As formas
amastigotas sdo encontradas em células do sistema fagocitico mononuclear
apresentando formato ovoide ou esférico, citoplasma com presenca de vacuolos, um
unico nucleo, cinetoplasto e rudimento flagelar. As amastigotas medem 2,0-3,0um de
didmetro a depender da espécie. As formas promastigotas estdo situadas no trato

digestivo e intestinal dos flebotomineos, apresentando contorno alongado, presenca de
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flagelo, citoplasma com pequenos vacuolos e ndcleo apresentando posicOes variadas
(Pearson & Sousa, 1995; Medeiros & Roselino, 1999). O tamanho das promastigotas
varia entre 15 - 26um de comprimento por 2,0- 3,0 um de largura. No Novo Mundo
(Americas), a transmissdo da doenca se faz pela picada do flebotomineo do género
Lutzomyia e, no Velho Mundo, (Europa, Africa e Asia) pelo género Phlebotomus

(Pearson & Sousa, 1995; Gontijo & Carvalho, 2003; Bates, 2007;).
IVV.4.1 Ciclo no vetor

O flebotomineo, ao fazer o repasto sanguineo em pessoas ou animais infectados,
ingere as formas amastigotas encontradas nos macréfagos infectados, que se convertem
em promastigotas no intestino do vetor apds sucessivos processos de multiplicacdo por
divisdo binaria. As formas promastigotas se transformam em promastigotas metaciclica,
forma infectante, através de um processo denominado metaciclogénese. Estas formas
migram para a faringe e cavidade bucal do inseto, aptas a penetrarem nas celulas dos

hospedeiros vertebrados no préximo repasto sanguineo do vetor (MS, 2007).
IVV.4.2 Ciclo no Hospedeiro

O fleb6tomo fémea infectado, ao fazer a hematofagia no hospedeiro vertebrado,
regurgita as formas promastigotas juntamente com a saliva. Os parasitos e a saliva
penetram na pele através de uma solucdo de continuidade. A saliva deste inseto
apresenta um papel importante na infectividade das formas promastigotas, pois funciona
como vasodilatador e imunossupressor da resposta do hospedeiro vertebrado. Apds a
penetracdo, as promastigotas metaciclicas penetram nas células do sistema fagocitario

mononuclear (célula alvo) por um processo de fagocitose mediada por receptores e
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ligantes na superficie dos macréfagos. No interior dessas células, as promastigotas se
transformam em amastigotas envolvidas pelo vacuolo parasitoforo, que as separa do
citoplasma celular. Os parasitos, dentro dos macrofagos, se multiplicam por divisao
binaria no interior dos vacuolos fagocitarios. Apés a lise dos macrofagos as formas
amastigotas séo liberadas, sendo novamente fagocitadas por outros macrofagos, dando
continuidade ao processo infeccioso (Pearson & Sousa, 1995; Medeiros & Roselino,

1999: MS, 2007).

IV.5 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA tem sido considerada uma das principais afeccBes dermatologicas,
observando-se um crescimento do numero de casos e da expansdo geografica da doenca.
A LTA é causada por parasitos dos complexos L. mexicana e L. braziliensis. No Brasil,
sete espéecies dermotopricas foram identificadas, capazes de causar a doenga nos seres
humanos, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. Dentre as
espécies de importancia se destacam L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.)
amazonensis. As demais espécies, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L.
(V.) shawi, foram recém-identificadas nas regides Norte e Nordeste (Pearson &

Sousa,1995; Medeiros & Roselino, 1999; Rath et al, 2003; Goto & Lindoso, 2010).

Os individuos infectados com L.(L.) amazonensis apresentam lesGes cutaneas
localizadas, podendo desenvolver a forma cutanea difusa da leishmaniose (LCD). Essa
espécie ocorre, sobretudo, em florestas primarias e secundarias com predominancia em

algumas regides da Amazoénia Legal, Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Seu
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principal vetor é o L. flaviscutellata. Os roedores silvestres e marsupiais sao seus

principais reservatorios (Medeiros & Roselino, 1999; Costa, 2005).

Os individuos infectados com L.(V.) guyanensis podem apresentar lesdes
cutaneas ulceradas Unicas ou multiplas, devido a uma serie de picadas de diversos
flebotomineos infectados. Essa espécie ocorre em florestas de terra firme sendo restrita
a Regido Norte, estendendo-se para as Guianas. Seu principal vetor é o L. umbratilis. O
tamandua, gamba e a preguica sdo seus principais reservatorios (Medeiros & Roselino,

1999; Costa, 2005).

A L. (V.) braziliensis ocorre em &reas de atividades agricolas com desmatamento
e em ambiente peridomiciliar. Essa espécie tem uma ampla distribuicdo geografica
estendendo-se desde a América Central até o Norte da Argentina. Acomete a pele e as
mucosas, sendo conhecida como Ulcera de Bauru, ferida brava, ferida seca e bouba,
podendo evoluir para cura espontdnea. Esta espécie pode causar as trés formas de
doenca descrita abaixo: cutanea, mucosa e disseminada (Lainson et al, 1994; Medeiros

& Roselino, 1999; Costa, 2005).

o Leishmaniose cutanea (LC) — caracteriza-se pela presenca de uma leséo
ulcerativa na pele, geralmente nos membros, com bordas elevadas e bem delineadas,
formato arredondado ou oval, base eritematosa, sem envolvimento das superficies
mucosas. Esta é a forma mais comum e leve da doenca. Os pacientes que desenvolvem
LC apresentam uma resposta Thl moderada e bem regulada aos antigenos parasitarios

com intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva. As lesdes apresentam pouco
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parasitos e os pacientes respondem bem ao tratamento com antimoniais (Bacellar et al,

2002; Schriefer et al, 2004).

o Leishmaniose mucosa (LM) — caracteriza-se pela presenca de lesdo na mucosa
localizada no septo nasal, palato, laringe e faringe, sendo muitas vezes desfigurantes. Na
mucosa do nariz e boca pode haver perfuragdes com dano total ou parcial das areas
afetadas. Na LM a resposta pré-inflamatdria aos antigenos parasitarios é exagerada,
com niveis elevados de TNFa, IFNr e IL 17, produzida principalmente pelos linfocitos
TCD4+. A IDRM ¢é em geral positiva e as lesdes também apresentam poucos parasitos e
0s pacientes sdo frequentemente refratarios ao tratamento com antimoniais (Bacellar et

al, 2002; Schriefer et al, 2004).

o Leishmaniose disseminada (LD) — caracteriza-se pela presenca de lesdes
multiplas que podem ser ulceradas ou ndo, acometendo duas ou mais regies do corpo,
podendo ser precedidas por periodo febril transitorio. Esta forma clinica ndo deve ser
confundida com leishmaniose cutanea difusa (LCD), causada por parasitos do complexo
L.mexicana e clinicamente e imunologicamente bem distinta da LD. Os pacientes de LD
apresentam uma diminuicdo na producgdo de TNFa e IFN¥ aos antigenos parasitarios em
relacdo aos pacientes de LC (Machado et al, 2011). De 30 a 50% dos pacientes de LD
apresentam IDRM negativo. As lesbes apresentam poucos parasitos. E a forma menos
responsiva ao tratamento com antimonial. A LD é uma forma emergente de LTA,

sobretudo no norte e nordeste do Brasil (Turetz et al, 2002; Schriefer et al, 2004).
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1V.6. Tratamento

O tratamento para leishmaniose durante longos anos foi a base de tartaro
emético, tendo sido descoberto pelo brasileiro Gaspar Vianna em 1912 (Peter, 1981).
Apds trés anos, na Italia, se constatou também a sua eficacia na leishmaniose visceral.
Em 1920, Brahmachari desenvolveu a primeira droga a base de antimonial pentavalente,
uréia estibamina (Peter, 1981). Schmidt, em 1936, adentrou na terapéutica o gluconato
de antimdnio sodico, o Pentostam®, ndo comercializado no Brasil, sendo utilizado no
Velho Mundo (Rath et al, 2003). Na Franca, emergiu durante a Segunda Guerra
Mundial um medicamento alternativo, o antimoniato N-metil glucamina, o
Glucantime®, sendo utilizado como droga de primeira linha no tratamento da

leishmaniose visceral e cutanea no Novo Mundo (Rath et al, 2003).

Como uma forma de padronizacdo do esquema terapéutico, a Organizagéo
Mundial de Satde (OMS) recomenda que a dose seja calculada em mg Sh¥ /Kg/dia. O
Glucantime® é comercializado em frasco de 5ml, contendo 1,5g de antimoniato bruto e
405mg de ShY, o equivalente 81mg Sb“/ml. Nas formas cutaneas e disseminadas o
Ministério da Salde preconiza a dose de 10 a 20mg Sh'/Kg/dia, durante 20 dias néo
ultrapassando a dose maxima de 15 ml/dia ou trés ampolas. Em caso de néo cicatriza¢do
das lesdes no periodo de trés meses, 0 esquema terapéutico devera ser prolongado por
30 dias. Na forma mucosa, a OMS recomenda 20mg Sb'/Kg/dia durante 30 dias

consecutivos. Em caso de falha devera ser repetido por mais 30 dias.

O mecanismo de acgdo dos antimoniais ainda ndo foi totalmente esclarecido.

Estudos realizados sugerem que seja uma droga que € convertida apds sua
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administracdo em antimonio trivalente. E provavel que os antimdnios atuem na inibig&o
da glicdlise e oxidacdo dos acidos graxos, minimizando os niveis de adenosina (ATP) e
guanosina trifosfatos (AGP) e se convertendo em trivalente, a forma ativa contra o
parasita (Berman et al, 1985-1987; Rath et al 2003; Ouellette et al, 2004). Os
antimoniais pentavalente (Sb") ndo se ligam aos eritrdcitos. Desta forma, atingem niveis
plasmaticos significativos com uma menor taxa de toxicidade em relacdo a forma
trivalente (Sb"") (MS, 2006). Em um estudo comparativo entre o N-metil Glucamina e o
Estibogluconato de Sadio, realizado por Deps e colaboradores em 2000, evidenciou-se,
através de uma avaliacdo hepatica, os elevados indices de toxicidade na forma
trivalente. Em uma coorte de 151 pacientes com LC no estado Mato Grosso, 47%
apresentaram falha terapéutica, tendo como principais fatores de risco presenca de mais
de trés lesdes, irregularidades no tratamento e peso acima de 68kg (Rodrigues et al,

2006).

Estes tipos de medicamentos ndo tém se mostrado eficazes, sendo clara a
presenca de cepas/isolados resistentes. Soma-se a isto o fato destas drogas apresentarem
sérios efeitos colaterais como alteragdes cardiacas, pancreaticas ou renais, além de

vomito, nduseas e mialgia o que incorre em elevada taxa de abandono dos tratamentos.

A refratariedade ao antimonial tem se elevado nas diversas formas clinicas da
doenca. Esquemas terapéuticos tém sido alterados em relagdo as doses terapéuticas e
duracéo do tratamento. Sundar e colaboradores (2000) no estado de Bihar na India, uma
regido endémica para leishmaniose, dos 209 pacientes tratados com antimonial 65%
apresentaram falha terapéutica, revelando claramente a falta de eficacia ao antimonial,

com elevados indices de refratariedade, na LV. Tem sido uma constante 0 insucesso
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terapéutico, onde diversos fatores podem influenciar, como a sensibilidade das espécies
de Leishmania, regido geografica, farmacocinética e a resposta imune do hospedeiro

(Gotto & Lindoso, 2010).

No caso de ineficacia aos antimoniais pentavalentes, sdo usadas as drogas de
segunda escolha no tratamento da leishmaniose sdo: Anfotericina B e pentamidina. A
anfotericina B é um antifungico derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus, com
atividade leishmanicida contra formas evolutivas extra e intracelulares das espécies de
Leishmania. Esta droga é comercializada em ampolas contendo 50mg de desoxicolato
de sddio liofilizado. Recomenda-se 1mg/kg/dia de forma continua ou intercalada, ndo
ultrapassando a dose de 50mg/ aplicacdo. Nas formas cutaneas se administra 1 a 1,59 e
na forma mucosa 2,5 a 3g. Os pacientes apresentam efeitos adversos, sendo
considerados 0s mais importantes & insuficiéncia renal, leucopenia e anorexia. E
proibido o uso em nefropatas, hepatopatas e cardiopatas. Aconselha-se 0 monitoramento
semanal através de eletrocardiograma e exames laboratoriais para avaliar as funcdes

renal e hepatica (Rath et al 2003; MS, 2007).

A Anfotericina B apresenta atividade seletiva contra fungos, Leishmania e
Trypanosoma cruzy, devido a alta afinidade pelo ergosterol. Esta droga interage com o
esterol presente na membrana do parasito, desencadeando alteracfes morfoldgicas e
causando a morte celular. Isso resulta em uma melhor eficacia e tolerancia a droga
(Pearson & Sousa,1995; Croft & Coombs, 2003; Croft et al 2006; De Lima et al,

2007).
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A Anfotericina B incorporada em lipossomos possui uma menor toxicidade em
relacdo a forma padrdo (Pearson & Sousa, 1995). A comercializacdo desta droga € feita
sob a forma de ampola contendo 50mg de Anfotericina B lipossomal liofilizada. A
droga é aplicada por via endovenosa em dose Unica de 1-4mg/kg/dia, ndo ultrapassando
doses de 1-1,5g na forma cutanea e 2,5-3g na forma mucosa da LTA (MS, 2007).
Pacientes com LM, ndo respondedores ao antimonial, tratados com anfotericina
lipossomal na dose de 2mg/kg/dia, por 22 dias acompanhados por um periodo de 26 a

38 meses, apresentaram cura (Sampaio & Marsden, 1997).

A pentamidina € uma das drogas de segunda escolha, sendo utilizada em areas
endémicas dos continentes americano, asiatico e africano. Esta droga interfere na sintese
do DNA da Leishmania, alterando a morfologia do cinetoplasto e causando a morte do
parasito (Gotto & Lindoso, 2010). Na Colémbia, pacientes tratados com pentamidina
administrada na dose de 2mg/kg em dias alternados apresentaram 96% de cura (Soto-
Mancipe et al, 1993). No Brasil, uma comparacdo entre a eficacia do isotionato de
pentamidina administrada em trés doses durante uma semana, e a de N-metil-glucamina
administrada na dose de 20mg Sh"/kg/dia durante 20 dias em pacientes de LC, mostrou
uma semelhanca entre as drogas. Contudo a pentamidina oferece um curto tempo de
tratamento e menores alteracdes eletrocardiograficas ( De Paula et al 2003). Esta droga
¢ administrada por via intramuscular na dose de 4mg/kg/dia, em dias alternados, nao
ultrapassando a dose maxima de 2g. Este medicamento tem ac¢do no metabolismo da

glicose podendo causar diabetes nos pacientes (MS, 2007).

O medicamento utilizado no tratamento da leishmaniose por via oral foi a

miltefosina, uma droga anticancerigena. Empregada nos casos de LV na india, a
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miltefosina apresentou resultados satisfatorios (Rath et al, 2003). Em um ensaio
randomizado realizado na regido de Corte de Pedra, mostrou-se a eficacia da miltefosina
no tratamento da LC. Noventa pacientes foram incluidos no estudo, destes sessenta
tratados com miltefosina e trinta pacientes tratados com antimonial. A miltefosina foi
administrada oralmente com doses diarias de 2,5mg/Kg. Apds seis meses de tratamento,
a taxa de cura foi maior no grupo que utilizou miltefosina (75%), em relacdo ao grupo
que utilizou antimonial (53,3%). A incidéncia de efeitos adversos foi semelhante nos
dois grupos. Este estudo demonstrou que a terapia com mitelfosina € mais eficaz do que
a terapia padrdo, sendo seguro no tratamento da LC causada pela L.(V.) braziliensis em

Corte de Pedra (Machado et al, 2010).

Esquemas alternativos vém sendo utilizado nos casos de refratariedade,
associados ao antimonial pentavalente, como pentoxifilina, alopurinol, sulfato de

paramomicina e imunoterapicos.

O fator de crescimento de col6nias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) é
uma proteina provinda da medula éssea, que funciona como estimulador de col6nias de
macrofagos e granuldcitos (Almeida et al, 1999). Estudos mostram a eficacia do GM
CSF no tratamento da leishmaniose, provavelmente devido a sua capacidade de
promover a apresentacdo de antigenos e melhorar a cicatrizacdo das lesdes. Na area
endémica de Corte de Pedra, dois estudos randomizados, duplo cegos, realizados com
vinte pacientes, demonstraram a eficacia do GM-CSF no tratamento da LC. Em
Almeida e col. (1999), dez pacientes receberam 200ug de GM-CSF por via
intralesional, no inicio do tratamento e apos sete dias, em associagcdo com antimonial, na

dose de 20mg/Kg/dia, durante 20 dias. O grupo controle recebeu antimonial e solugédo
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salina como placebo. O grupo que recebeu GM-CSF apresentou cicatrizacdo das lesdes
em um intervalo de tempo significativamente menor que o grupo controle. No outro
estudo o GM-CSF foi aplicado de forma topica, durante nove doses de GM- CSF, 3
doses/semana, em associacdo ao tratamento padrdo da leishmaniose. O grupo tratado
com GM-CSF apresentou cicatrizacdo total das lesbes, enquanto o grupo controle
apresentou 50% de cura (Santos et al, 2004). Na formulacdo topica, 0 GM-CSF néo

causou efeitos colaterais e levou a reducdo do custo do tratamento.

A pentoxifilina é derivada da dimetilxantina, sendo utilizada como vasodilatador
periférico. Esta droga inibe a producdo de TNF e a funcionalidade dos neutréfilos,
suprimindo a transcricdo do gene para TNF. O TNF induz a producdo de oxido nitrico,
resultando em morte celular (Almeida et al, 2005). O uso de antimonial associado a
pentoxifilina tem se mostrado eficaz nos casos de LC e LM. Pacientes com LM em
Corte de Pedra foram tratados por trinta dias com esquema padrdo de antimonial
associado a pentoxifilina, 400mg, por via oral, trés vezes ao dia. Todos 0s onze
pacientes do grupo com pentoxifilina apresentaram cura com um unico curso de
tratamento, enquanto que dos doze tratados com placebo cinco precisaram fazer um
segundo curso com antimonial (Machado et al, 2007). Em outro estudo, realizado no
Ird, 81,3% dos pacientes com LC causada pela L.major, que usaram glucantime,
20mg/kg/dia, durante vinte dias, associado & pentoxifilina, trés vezes ao dia,
apresentaram cicatrizagcdo completa das lesbes (Sadeghian & Nilforoushzadeh, 2006). O
dano tecidual ocorrido na LC, e principalmente na LM, onde o insucesso ao antimonial

ocorre em cerca de 42% casos, esta associado com alta producdo de TNF. A
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pentoxifilina funciona como um inibidor de TNF, resultando na melhora clinica destes

pacientes.

IVV.7. Epidemiologia Molecular

As espécies de Leishmania apresentam uma grande variabilidade genética, fator
que lhe confere a producdo de diferentes feno6tipos associados a diversos desfechos
clinicos e terapéuticos (Tibayrenc et al, 1990-1991). Estudos genéticos populacionais
sdo capazes de detectar se a distribuicdo de gendtipos em populagBes naturais séo
consequéncias da reproducdo sexual (segregacdo e recombinacdo), com troca de
informacdo genética em diferentes células. Enquanto a segregacao refere-se a presenca
de alelos em um unico locus, a recombinacdo € a relacdo entre os alelos em diferentes
loci (Tibayrenc et al, 1990-1991). A Leishmania é diploide, assexuada, reproducdo
clonal, o que reforcam a variabilidade intraespecifica, apresentando 0s genes estaveis
intimamente ligados com um forte desequilibrio de ligacdo, portanto, com grande
importancia médica e epidemioldgica, podendo apresentar recombinacdo genética em
algumas espécies (Tibayrenc et al 1990-1991; Cupolillo et al, 1998; Banulus et al,
1999-2002). Por pertencerem a ordem Kinetoplastida apresentam um DNA
mitocondrial Unico ou KDNA, localizado anteriormente ao cinetossoma do flagelo
(Simpson, 1987). O genoma da leishmania varia de acordo com a espécie sendo
organizados entre 34 a 36 pares de cromossomos (Stilles et al, 1999). Devido a grande
diversidade da espécie, métodos com elevado poder discriminatério com capacidade de
diferenciar e caracterizar as populages dos parasitos € de suma importancia para um
melhor diagnostico e prognostico das infecgdes (Grimaldi Jr. & McMahon-Pratt, 1996;

Cupolillo et al, 1998).
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Os anticorpos monoclonais tém sido empregados para identificacdo de espécies
de leishmania, para o desenvolvimento de testes diagndsticos e moléculas associadas
com a viruléncia e patogenicidade do parasito, bem como, antigenos leishmanicida a
serem utilizados no processo de vacinacdo como imunoprotecdo na leishmaniose

(Grimaldi & Tesh, 1993).

Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) é um método fenotipico utilizado
para caracterizar microorganismos patogénicos. Este método baseia-se na analise
eletroforéticas de isoenzimas tendo a capacidade de analisar genes e detectar
polimorfismos dentro das espécies (Cupolillo et al, 1998; Vazquez & Berron, 2004).
Considera-se como método genético direto, que analisa a mobilidade eletroforéticas
com um numero definido, entre 15 e 20, de enzimas metabolicas em géis de amido ou
poliacrilamida, correspondendo a variacdes no locus ou no gene codificante de cada
enzima. A variante alélica, originada de cada variante e os diferentes alelos de cada um
dos genes forma o perfil alélico que se define como padréo eletroforético, denominado

zimodema (Cupolillo et al, 1998; Vazquez & Berron, 2004).

O multilocus sequence typing (MLST) as variacfes nos diferentes locus séo
detectadas de forma direta na sequéncia do DNA dos fragmentos dos genes
selecionados, permitindo identificar clones e linhas clonais, principalmente em
populacbes bacterianas. Estudos de genética populacionais descobriram que regides
especificas dos genes apresentavam uma grande variabilidade, enquanto o restante do
locus se mostrava conservador (Smith et al, 1999; Feil et al, 1996). Sendo assim,
analisou-se o gene em pelo menos sete fragmentos internos com aproximadamente 450-

500 pares de base, proporcionando um elevado poder discriminatério, sendo
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inicialmente desenvolvido para 11 espécies de bactérias patogénicas com grande
importancia em saude publica, dentre as principais se destacam: Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni e
Enterococcus faecium, (Maiden et al, 1998; Enright & Spratt et al, 1998-2000). O
principal beneficio deste método € que os dados de sequéncia sdo precisos e Unicos,
permitindo uma expansdo global por espécie, sendo colocado em um site de banco de
dados através da internet, produzindo um importante recurso na epidemiologia
molecular, os quais poderdo ser comparados com os demais perfis alélicos (Maiden et

al, 1998).

A técnica de random amplified polymorphic DNA (RAPD) é efetiva na obtencéo
de marcadores moleculares em todos o0s microorganismos, sendo adequado para
constituicdo das filogenias das espécies e como caracteristicas diagnosticas das
linhagens de espécies e subespécies (Tybarenc et al, 1993). Este método identifica
polimorfismos que sdo detectados como fragmentos de DNA presentes em algumas
cepas apresentando um poder discriminatério com custo efetivo baixo, além de ndo
necessitar de um conhecimento prévio do genoma avaliado (Tybarenc et al, 1993). Em
um estudo realizado pelo nosso grupo na area endémica de CP Schriefer e
colaboradores (2004) avaliaram a hip6tese que o polimorfismo parasitario pode
influenciar nos desfechos clinicos da doenca caracterizando a estrutura populacional dos
isolados de L.(V.) braziliensis em CP. Para certifica-se desta hipétese compararam um
isolado de L.major, dois de L.(V.) braziliensis ndo pertencentes a regido de CP, um
L.amozonensis em CP, e 45 isolados de L.(V.) braziliensis obtidos nos ultimos 10 anos

das diversas formas clinicas de LTA em CP. Utilizaram quatro protocolos de RAPD
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para genotipagem dos isolados parasitarios empregando trés diferentes primers sozinhos
ou em combinacao. Os perfis eletroforéticos, em sua maioria, foram exclusivos entre as
espeécies revelando polimorfismos nos 45 isolados de L.(V.) braziliensis de CP exibindo
oito diferentes padrdes de RAPD. O dendrograma de similaridade gerado a partir da
comparacdo destes perfis eletroforéticos dos RAPDs obtidos para cada isolado revelou
uma estrutura multiclonal de L.(V.) braziliensis com clados parasitarios associados as
formas clinicas de LTA em CP. Baseado no estudo anterior, Queiroz e colaboradores
(2012) a partir dos amplicons da reacdo em cadeia de polimerase (PCR), gerados pela
amplificacdo do RAPD do DNA gendmico dos isolados de L.(V.) braziliensis dos
pacientes de CP, os amplicons foram clonados, sequenciados e comparados. Foram
identificados seis loci polimorficos entre as cepas dos parasitas. Os testes de associacao
entre o polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNPs), insercéo e delecdes e SNPs/indel
baseado nos haplotipos destes seis loci revelaram uma forte associacdo com a forma

disseminada da doenca e a espécie L.(V.) braziliensis.

Neste estudo, forma analisadas as sequéncias de fragmentos amplificados do
genoma do parasito para identificar genotipos de L.(V.) braziliensis associados a
desfechos terapéuticos. A confirmacdo de que a presenca de cepas de Leishmania sp.
possam apresentar resisténcia ao Sh', posterior deteccdo de marcadores parasitarios,
através da andlise de seus polimorfismos, seria de grande importancia, pois poderia ser
explorado na melhoria do manejo terapéutico do paciente, ao detectar casos com maior
propensdo a ma resposta terapéutica ao Sh'. Isso permitiria 0 emprego precoce de
esquemas alternativos nesses pacientes, diminuindo o tempo total de tratamento e de

morbidade devido a LTA.
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V. HIPOTESE

Tem sido amplamente reconhecido que a L.(V.) braziliensis apresenta um
elevado grau de polimorfismo genético e fenotipico, e que a preocupacdo em relacao a
refratariedade ao tratamento tem se elevado principalmente nas Américas. Na area
endémica de Corte de Pedra um estudo realizado pelo nosso grupo mostrou que isolados
de L.(V.) braziliensis sdo multiclonais, com diferentes clones associados as formas
clinicas de LTA (Schriefer et al, 2004). Desta forma a hipotese deste projeto foi que o
polimorfismo parasitario também influencia nos desfechos terapéuticos e que a
susceptibilidade das promastigotas in vitro varia de acordo com a forma clinica da
doenca e que os pacientes refratarios ao tratamento sdo infectados por cepas ndo
respondedoras ao antimonial. Para testar estas hipoteses buscamos associacdes entre
isolados parasitarios provenientes de diferentes formas de LTA e de seus genotipos com
resposta terapéutica e comparamos as respostas terapéuticas in vivo e in vitro e as
diferentes formas clinicas de LTA com as respostas in vitro, no intuito de encontrar uma
correlacdo positiva entre a resposta clinica dos pacientes ao tratamento e a sensibilidade

in vitro.

Avaliamos, através de um mapeamento, a distribuicdo dos casos refratarios e
responsivos a terapéutica na area endémica de CP. A nossa hipGtese é que 0s pacientes
refratarios ao tratamento apresentam distribuicdo geogréafica diferentes dos pacientes

responsivos, e/ou uma compartimentalizacdo dos casos refratarios.
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VI. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses constituem um espectro de doencas causado por uma variedade
de espécies de Leishmania transmitidas pela picada de flebotomineos infectados. A
leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem alta incidéncia no estado da Bahia,
sendo distribuida em éareas de atividade agricola, com desmatamento. A doenca afeta
individuos jovens e mesmo criangas, frequentemente atingindo individuos produtivos.
No Brasil tem-se observado um elevado crescimento do nimero de casos de LTA tanto

em magnitude como em expansao geografica (MS, 2007).

A busca de biomarcadores associados a resposta terapéutica é de fundamental
importancia para as populacdes endémicas. Explorar marcadores parasitarios de
resisténcia/susceptibilidade a drogas seria uma mudanga bem vinda na abordagem
diagndstica destes pacientes, uma vez que achados recentes tem mostrado que, pelo
menos na L. tropica, cepas resistentes a uma droga antimonial sdo cruzadamente
resistentes a outras drogas com a mesma base quimica, mas sensiveis a uma terapia de

segunda linha (Hadighi et al, 2007).

Reforcando o papel da genética parasitaria na resisténcia/susceptibilidade ao
antimdnio, diferentes trabalhos tém enfatizado que a susceptibilidade aos antimoniais
varia marcadamente entre espécies e frequentemente entre cepas geograficamente
distantes de uma mesma espécie de Leishmania (Hadighi et al, 2007). Desta forma, a
busca de biomarcadores parasitarios seria de suma importancia para o eventual
desenvolvimento de protocolos diagnésticos e de manejo clinico baseados em

ferramentas que permitam antecipar o progndéstico terapéutico dos casos de LTA.
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VII. MATERIAIS E METODOS

VI1.1. Area de estudo

Corte de Pedra, municipio de Tancredo Neves, localiza-se em uma area rural na
regido sudeste do estado da Bahia, nordeste do Brasil. Os flebotomineos Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmany e L.(N.) intermedia, que transmitem L.(V.) braziliensis, s&o
endémicos em Corte de Pedra. Moradores desta area trabalham principalmente na
agricultura, a qual é muitas vezes realizada em matas primarias e secundarias. Existe
pouca migracdo da populacdo dentro e fora desta regido. A média de tempo de
permanéncia dos participantes do estudo em seus enderegos no momento do diagnostico
e amostragem do parasito foi de 17 anos; 90% dos participantes do estudo viviam em

fazendas.
VI11.2 Populacéo de estudo e Aspecto Etico

Os pacientes de LTA focados neste estudo sdo oriundos da regido de Corte de
Pedra, sudeste da Bahia. Este municipio se encontra a 280 Km de Salvador, capital da
Bahia, onde localiza-se o Servico de Imunologia do Hospital Universitario Professor
Edgar Santos da UFBA. Os isolados dos parasitos foram aspirados das lesdes e
cultivados em meio, de pacientes de LC, LM e LD diagnosticados no periodo de 2008 a
2011 atendidos no posto de saude de Corte de Pedra, bem como da comunidade
circundante, que consentiram participar do estudo. Uma vez que ndo é possivel realizar
cultura e isolamento do parasito em todos os casos de LC devido aos elevados numeros
de casos realizamos aspiracdo da lesdo em dois pacientes de LC para cada paciente de

LM e LD identificado no posto de saude. Os dados demogréaficos dos pacientes estdo
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descrito na tabela abaixo. Os procedimentos adotados nesse estudo foram aprovados

pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Bahia e Conselho Nacional de Etica

em Pesquisa — CONEP 128/2008, 17/03/2008.

Dados clinicos e demogréaficos dos pacientes abordados no estudo

Caracteristicas

Média das idades

Género M/F (n)

Falha terapéutica apos 2 cursos com antimonial
ou uso anfo B

Uso de antibi6tico antes do tratamento com
antimonial

Tratamento anterior com antimonial

2-70 anos (£ 29)

75/33 (108)

33/108

24/108

02/108

V11.3 Defini¢do da doenga

A LC consiste de uma lesdo ulcerada na pele em um Unico local do corpo, com

ndo mais de duas lesdes secundarias ou satélite, sem evidéncia clinica de envolvimento

Mucoso.

A LM foi definida como a presenca de uma lesdo mucosa ulcerada ou inflamada

em um local que ndo era contiguo com qualquer lesdo cutanea.

A LD foi definida como 10 ou mais lesdes de pele de diversos tipos (acneiforme,

papular, nodular e/ou ulcerada) localizados em duas ou mais parte do corpo (cabeca,
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tronco, bracos e pernas). Em adicdo a estes critérios clinicos, casos que tiveram dois ou
trés dos seguintes: reacdo de hipersensibilidade tardia positiva ao antigeno de
Leishmania (Reacdo de Montenegro), sorologia positiva, e/ou parasitos encontrados em

amostras de bidpsia de tecido por histopatologia.

V11.4 Critérios de Incluséo e Excluséo

VI1.4.1 Critérios de Inclusdo: Pacientes com LC, LM e LD de L.(V.)
braziliensis recrutados da area endémica de Corte de Pedra, municipio de Tancredo
Neves no Sudeste do estado da Bahia. Apo6s explicacdo verbal ou escrita (para aqueles
que sabem ler) o termo de consentimento foi assinado pelo paciente maior ou por
responsavel legal em caso de menores de 18 anos. No Posto de Salde de Corte de Pedra
foram realizados o exame clinico, teste intradérmico de Montenegro e aspirado da lesdo

obtida em pacientes que se mostraram responsivos ou refratarios ao antiménio.

VI1.4.2 Critérios de Exclusdo: portadores de doencas debilitantes como
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica e diabetes mellitus, que tenham feito uso de
drogas imunosupressoras ou apresentem condigdes que possam alterar a resposta imune
ou contra indiquem a doacdo de sangue para a avaliacdo imunoldgica, a exemplo de

gravidez ou idade <4 anos ou >65 anos.

VI11.5 Definicédo de resposta terapéutica

Os pacientes que obtiveram resposta satisfatoria até dois cursos com antimonial,
ou em associacdo com a pentoxifilina 400mg por via oral trés vezes ao dia, durante 20 a
30 dias, apresentando franca cicatrizacdo das suas lesdes foram considerados

respondedores a terapéutica.
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Os pacientes que obtiveram insucesso terapéutico apds este periodo e utilizaram
anfotericina B 0,5mg/kg/dia com doses variando de 1 - 1,5g trés vezes na semana foram

considerados pacientes refratarios a terapéutica.

VI11.6 Critérios de cura

O critério de cura, ou seja, de resposta satisfatoria ao tratamento consiste na
cicatrizacdo completa da lesdo, com epitelizacdo e sem presenca de processos
inflamatorios. Caracteriza-se como falha terapéutica, a ndo cicatrizacdo da lesdo com
aumento do processo inflamatdrio ao redor da leséo inicial ou recidiva das lesGes ap6s o

termino do tratamento.

VII.7 Amostra

Neste estudo foram incluidos 108 pacientes com LTA, destes noventa e um
foram utilizados para o processo de genotipagem. Sessenta e sete pacientes com LC,
dezessete com LD e sete com LM. Destes, sessenta e trés pacientes se mostraram
responsivos (69%) ao tratamento com antimonial pentavalente e vinte e oito (31%)

refratarios a terapéutica.

No experimento in vitro tivemos um total de sessenta e cinco isolados de L.(V.)
braziliensis, um pequeno subgrupo da genotipagem com adi¢do de novas amostras.

Destes, Trinta e oito com LC, dezoito com LD e nove com LM.

VI11.8 Isolamento da L.(V.) braziliensis a partir de casos de LTA em CP

Os isolados de L.(V.) braziliensis utilizados no presente estudo foram cultivados

a partir de material aspirado das lesées mucosas ou da borda das Ulceras na pele dos
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pacientes de LTA em CP. O material aspirado foi imediatamente suspenso em meio de
cultura NNN com LIT e incubado a 25°C por uma a até duas semanas. A suspensao foi
entdo transferida para o meio Schneider, suplementado com 10% de soro bovino fetal

inativado, e incubada a 25°C por até 2 semanas.

V11.9 Determinacéo da espécie de Leishmania isolada dos casos de LTA
A determinacdo da espécie parasitaria isolada foi baseada em PCR em tempo
real. Parte de cada suspensdo foi usada para 0s ensaios de genotipagem e resposta in

vitro ao Sh", parte foi estocada e congelada em DMSO, em nitrogénio liquido.

VI11.9.1 Identificacdo dos loci gendémicos da L.(V.) braziliensis, polimérficas na
populacgdo parasitaria de CP.

A selecdo dos alvos gendmicos de L. (V.) braziliensis a serem usados nas
genotipagens foi baseada nos padrdes eletroforéticos de amplicons de DNA genémico
de L.(V.) braziliensis gerados utilizando trés protocolos de RAPD (Schriefer et al,
2004), descrito acima. Esses loci foram novamente amplificados por RAPD de cada um
de nove isolados de L. (V.) braziliensis, utilizando os iniciadores e protocolos
anteriormente descritos (Schriefer et al, 2004). As bandas de DNA resultantes foram
clonadas no vetor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, Inc.) de acordo com as instrucbes do
fabricante. Plasmideos foram preparados a partir de seis clones de bactérias
representativos de cada reacdo de transformacdo. Em seguida, os insertos desses
plasmideos foram sequenciados. Ap6s o alinhamento das sequéncias homologas, seis
loci polimérficos (CHR 24/3074, CHR 26/765, CHR 28/ 195696, CHR 28/425451,

CHR 32/1356278, CHR 35/335652) foram identificados.
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VI11.9.2 Amplificacdo por PCR e clonagem do locus CHR24/3074 da L.(V.)

braziliensis

Com base nas sequéncias geradas, durante 0s ensaios preliminares acima
descritos, seis pares de primers foram desenhados capazes de amplificar seis loci
polimorficos do genoma da L.(V.) braziliensis de CP por PCR. Um par de primer foi
utilizado para amplificar o locus CHR24/3074 dos 91 isolados de L.(V.) braziliensis,
baseado no estudo de Queiroz e colaboradores (2012) que mostraram este locus

polimorfico com um aumento do risco associado a forma disseminada da doenca.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 50ul
contendo: 1 pl de DNA alvo; 0,04mM(50pmol) para cada oligonucleotideo iniciador
(INVITROGEN Life Technologies, Inc.); dNTPs a 10mM (Gibco BRL, division of
INVITROGEN, GAITHERSBURG, EUA); MgCl, a 50mM (INVITROGEN Life
Technologies, Inc.); 0,2 U de tag platinum DNA polimerase (INVITROGEN Life
Technologies, Inc.); e 5 pl de tampédo 10x (INVITROGEN Life Technologies, Inc.). As
amplificagdes foram realizadas em termociclador PCR GeneAmp 9600(Perkin Elmer
Inc., MA, EUA). Foi empregado o protocolo de termociclagem a seguir: uma etapa de
desnaturacdo 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 58°C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e uma etapa final de extensdo de 10’ a 72°C. Os
produtos de reacdo foram entdo separados por eletroforese em gel de agarose a 1,3% por
50 minutos a 120volts em tamp&o TBE 0,5x (0,04 Tris — HCI — Borato e 1ImM EDTA).
Os géis foram corados com brometo de etideo a 0,5ug/ml e visualizados através de
transiluminador UV acoplado a um sistema de captura eletrénica de imagens (UVP

LabWorks Laboratory Imaging and Analysis System Inc., CA, EUA).
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As bandas correspondentes do locus CHR 24/3074 amplificado por PCR, foram
extraida do gel usando o kit TA cloning® e clonados no vetor pCR®2.1 conforme
instrucdes da Invitrogen detalhadas a seguir:

Reacdo de Ligacdo: Consiste na ligagdo de um fragmento de DNA a um vetor. O

produto de PCR foi ligado a um vetor pCR®2.1, um plasmideo linearizado que em suas
extremidades possui desoxitimidinas complementares a desoxiadenosina das
extremidades dos produtos de PCR. O volume final da reacdo de 10pul foi composta por
1ul de Tampao de Ligacao 10x, 2ul de pCR®2.1, 1ul de T4 DNA Ligase, 5ul de agua 1
ul do produto PCR. A reacédo foi mantida a 14°C por 16horas.

Reacdo de Transformacdo: Para o processo de transformacdo foram acrescentados 2l

dos produtos das reacdes de ligacdo a aliquotas de células competentes de E.coli DH5a.
As suspensfes foram entdo incubadas em gelo por 30 minutos. Apos este periodo as
células passaram por um choque térmico com temperatura de 42°C por 3min e foram
transferidas imediatamente para o gelo por 2 minutos. A cada suspensdo foram
adicionados 200 pl de LB liquido sem antibidtico, apds as suspensbes foram
homogeneizadas gentilmente por inversdo e incubadas em banho-maria a 37°C por
lhora. Entdo as suspensdes foram espalhadas em placas de petri com meio agar, as
placas haviam sido acrescentados 40 ul X-Gal a 20mg/ml e 4 ul de IPTG a 200mg/ml
ambos da (INVITROGEN Life Technologies, Inc.). As placas foram, entdo, incubadas
overnight a 37°C. Ap0s este periodo, as placas foram transferidas para a geladeira.

As colonias brancas de DH5a, contendo o provavel inserto de interesse, foram
inoculadas em 5ml do meio LB liquido com antibidtico e incubadas a 37°C overnight.

Para a extracdo do DNA do plasmidial, 1,5 ml de cada cultura bacteriana foram
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centrifugadas a 12000g por 1lminuto. Removeu-se o sobrenadante por aspiracao,
deixando-se o sedimento o mais seco possivel. O sedimento foi entdo ressuspenso por
agitacdo em vortex com 100 pl de uma solucdo gelada contendo: 50mM de glicose,
10mM EDTA, 25mM Tris-Cl (ambos com PH 8,0). Apds homogeneizacgéo a solucéo foi
inicialmente mantida a temperatura ambiente por 5minutos e depois acrescentou-se 200
pl de solugdo recéem-preparada com: 1ml de SDS 10%, 2ml de NaOH 1N e 7ml de agua
estéril. Foram adicionados 150 pl de uma solucdo gelada de acetato de potassio (PH
4,8) com: 60 ml de acetato de potassio 5M, 11,5ml de &cido acético e 28,5 ml de agua
estéril. A mistura foi centrifugada a 12000g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
transferido para outro tubo contendo 450 pl fenol-cloroformio 1:1(v/v) foi novamente
centrifugado a 12000g por 2 minutos a 4°C. Mais uma vez, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, contendo agora 1ml de etanol absoluto e mantido por 5
minutos a temperatura ambiente e 20 minutos a -70°C. O tubo foi centrifugado a 12000g
por 10 minutos a 4°C, ao sobrenadante removido 1ml de alcool a 70% foi acrescentado
ao precipitado. Ap6s nova centrifugacdo por 10 minutos o sobrenadante foi desprezado
e 0 precipitado seco ao ar e entdo ressuspenso em 50ul de T.E com RNase A(Gibco
BRL, division of INVITROGEN, GAITHERSBURG, EUA). A solugcdo contendo o

DNA foi armazenada a -20°C até o momento do uso.

Anélise de Restricdo: Para confirmacdo de que os insertos continham o locus CHR

24/3074 amplificado, cada plasmideo recombinante foi submetido a digestdo com
endonuclease de restricdo ECO RI (INVITROGEN Life Technologies, Inc.) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,3% por 50 minutos, a 120volts, em

tampédo TBE 0,5x (0,04 Tris — HCI — Borato e 1ImM EDTA). Os géis foram corados
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com brometo de etideo a 0,5ug/ml e visualizados atraves de transiluminador UV
acoplado a um sistema de captura eletrénica de imagens (UVP LabWorks Laboratory
Imaging and Analysis System Inc., CA, EUA), para se certificar dos tamanhos dos
fragmentos clonados. Cada reacdo de digestdo empregada na analise de restricdo
constituiu em: 1ul de Tampdo 10x, 0,5 pl da enzima de restricdo, 3,5 pul do DNA da
minipreparacgdo, e agua esteril adicionada para um volume final da reacdo de 10 pl. A

mistura foi incubada em banho- maria a 37°C por lhora.

VI11.10 Preparo do meio de Cultura Liquido Luria-Bertani (LB)

Para o cultivo das bactérias de Escherichia coli foi utilizado o meio de cultura
liquido Luria- Bertani (LB) composto pelas seguintes substancias: 5g Bacto Tryptona,
2,5¢ Bacto Yeast Extract (DIFCO Laboratories, DETROIT, MICHIGAN, EUA), 2,59
de Cloreto de Sodio (REAGEN, Quimbréas, Rio de Janeiro, BRA) e 500 ml de agua
deionizada. O LB foi armazenado a 4°C até o momento do uso. O meio de cultura LB
agar foi preparado conforme descrito anteriormente com adicdo de ampicilina a
10mg/ml e 16g de Bacto- Agar (DIFCO Laboratories, DETROIT, MICHIGAN, EUA).

Apbs autoclavagem, o meio foi distribuido em placas de petri e armazenado a 4°C.

VI1.11 Preparo de Células E. coli DH5a Competentes para transformacao quimica

com DNA plasmidial

As células foram tornadas competentes a partir de uma aliquota estoque de E.
coli armazenada a -70°C, em glicerol. As amostras foram inicialmente semeadas na
placa de petri. Ap6s uma incubacdo overnight a 37°C, uma colénia foi selecionada e

inserida em 10ml de meio LB liquido e novamente incubada a 37°C em shaker orbital.
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Entdo transferiu -se 1ml da cultura para outro tubo, previamente aquecido, contendo 0,1
a 0,2 litros do meio LB. A suspensdo foi conforme descrito anteriormente até que a
cultura atingisse uma DOgy de 0,2 a 0,3.Entdo a suspensdo foi centrifugada por 5
minutos a 3000rpm, a 4°C, e ressuspensa com 1/5 (20 ml) do volume original em CacCl,
(50mM) resfriado, e incubada em gelo por 30 minutos. Apds nova centrifugacdo (5
minutos, 3000rpm, 4°C), as células foram ressuspensas em 1/10 (10 ml) do volume
original CaCl2 a 50mM com 20% de glicerol e aliquotada em fracdes de 0,2ml e

mantidas a -70°C até o momento do uso.

VI11.12 Sequenciamento e Genotipagem

Para a analise das sequéncias de acidos nucléicos dos loci polimdrficos, os
insertos nos plasmideos foram sequenciados, empregando-se um iniciador
complementar para a sequéncia do bacteriofago M13 presente no vetor. Os
sequenciamentos foram realizados na Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). As
sequéncias foram comparadas empregando-se o pacote de software Mega 4,0. Primeiro
determinou-se a sequéncia consenso em todos os loci, comparando-se 0s loci
homélogos nos diferentes isolados de L. (V.) braziliensis. Entdo, as sequéncias de cada
um dos seis loci foram analisadas para a identificacdo da ocorréncia de SNPs e / ou

indels entre os varios segmentos homdélogos de DNA genémico parasitario comparados.

A fim de localizar fisicamente nos cromossomos homélogos da L. (V.) braziliensis
os loci polimorficos detectados no genoma do parasita, a sequéncia de consenso de cada
locus, obtido como descrito acima, foi baseada em cada um dos cromossomas do

genoma completo da L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75 / M2904, acessado no site
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Isto permitiu, por um lado, a identificacdo dos
cromossomas contendo os loci e, entdo a determinacdo do ponto de partida para cada

locus dentro destes cromossomas.

VI11.13 Avaliacdo da susceptibilidade de promastigotas de L.(V.) braziliensis ao

antimonial pentavalente Glucantime® in vitro

As amostras de L.(V) braziliensis isoladas de pacientes de LC, LD e LM de CP
foram descongeladas e as promastigotas de parasitos aspirados de lesbes de pacientes,
refratarios ou responsivos ao antimonio, foram cultivados a 24°C em 400 ml de meio
199 (Gibco), pH 7,4, suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibco),
HEPES 40mM, hemina 0,005%, adenina 0,1mM (Sigma), e urina humana masculina a

2% ( Zauli-Nascimento et al 2010).

O teste de susceptibilidade in vitro foi modificado a partir do método descrito
por Zauli-Nascimento e colaboradores em 2010. Ao alcancarem a fase logaritmica de
crescimento, as promastigotas de L.(V.) braziliensis foram coletadas, centrifugadas a
2000 rpm por 10 minutos, a 4°C e ressuspensas em 1ml do meio suplementado 199 na
concentracdo de 1x10'células /ml. As promastigotas de leishmanias foram diluidas,
adicionando-se 690ul do meio a 10ul de suspensdo de leishmanias, e contadas em
camara de Neubauer. 100 pl de uma suspensdo contendo aproximadamente 2x10°
promastigotas de leishmania foram adicionadas aos pocos de uma placa de
microtitulacdo, contendo quantidades crescentes do antimonial pentavalente
Glucantime®, que variaram de 0,25mg a 4mg por poco ( ou seja, ponto zero; 0,25mg;

0,50mg; 1mg; 2mg e 4mg). Os isolados dos pacientes na forma promastigotas foram
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considerados susceptiveis ao tratamento in vitro até 2mg e resistentes aqueles isolados
que apresentaram valores maiores ou iguais a 4mg, pois ao realizarmos uma
padronizacdo da curva até 16mg Glucantime® observamos que apos 4mg os resultados
ndo se alteravam, ou seja, ndo havia morte dos parasitos, sendo, portanto considerados
como resistentes in vitro. Apos o periodo de incubacdo de 72 horas a 24°C foram
acrescentados 20l de MTT [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il )2,5difenil bromo tetrazolium),
diluido 1:50 em Tampdo A ( NaCl 116mM, KCI 54mM, Glucose 55mM, MOPS
10mM e MgSO, mM) para concentracdo de 5mg/ml, as suspensdes que foram
incubadas a 24°C por 3 hrs. O ensaio MTT € baseado na clivagem do sal tetrazolium em
um produto corado denominado formazan, pelas desidrogenases mitocondriais da
célula. O ensaio permite uma quantificacao de células viaveis, por espectrofotometria. A
reacao foi interrompida adicionando-se 40ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% em
cada poco. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a um comprimento de onda de
540nm. O teste foi realizado com todos os 65 isolados de L.(V) braziliensis da area
endémica de Corte de Pedra. Os experimentos foram realizados em duplicata com a
presenca de isolados controle (positivo e negativo) para certifica-se da eficacia do

experimento.
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FLUXOGRAMA

dos pacientes

108 isolados de L.(V.) braziliensis aspirados das lesdes

'

Experimento in vitro

'

65 isolados L.(V.) braziliensis: 38 LC,
18LDe9LM

'

Promastigotas de Lb na fase log (2x10°)

|

}

Genotipagem dos isolados

'

91 isolados L.(V.) braziliensis: 67 LC,
17LDe7LM

'

Extracdo de DNAs

Concentragdes crescentes de Glucantime®
in vitro de 0,25-4mg/poc¢os

'

Amplificagdo do locus polimérfico (CHR
24/3074) por PCR no vetor pCR 2;1

!

Tempo de incubacdo de 72 horas & 24°
C.

}

Adicéo do meio MTT, apds 3 horas
Leitura em Espectrofotémetro

!

'

Clonagem (91x4=364clones)

!

Sequenciamento

'

A sensibilidade definida como 50% de
inibi¢do do crescimento dos parasitos

Avaliacdo da associagdo entre 0s
polimorfismos parasitarios e resposta dos
pacientes de LTA ao antimonial.
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VI1.14 Distribuicdo geogréafica dos casos de LTA responsivos e refratdrios a

terapéutica em CP

As distribuicdes dos casos de LTA refratarios e responsivos ao antiménio na
area endémica de Corte de Pedra foram determinadas pela aquisi¢do de coordenadas
geogréficas por GPS, usando-se o equipamento Brunton multi-navegador (The Brunton
Co., WY/USA), por pesquisadores de campo da nossa equipe. Este aparelho permite
uma preciséo de 15 metros nas medigdes. Uma vez que a maioria dos residentes dessa
area rural mora e trabalha em fazendas, bem como devido ao fato da doenca
frequentemente ser transmitida no peri domicilio ou em plantacBes proximas as
moradias, os locais de moradia foram usados como fontes priméarias de coordenadas
geogréficas analisadas como padrédo. Para a disposi¢do dos casos de LTA mapeados em
foto de satélite de CP foi empregado o sistema de informagdo geogréfica ARCGIS 10

da ETRI INC.

FLUXOGRAMA

Distribuigdes dos casos de LTA responsivos
(152) e refratarios (72) a terapéutica

'

Aquisicao de coordenadas geograficas do local
de moradia dos pacientes por GPS

'

Mapeamento dos casos em foto de satélite
empregando o0 ARCGIS

!

Analise estatistica da distribui¢do dos casos
responsivos e refratarios pelo Teste de Cusick e
Edward




55

VI11.15 Andlises Estatisticas

Para avaliacdo epidemioldgica foi utilizado um estudo de caso — controle dentro
de uma coorte prospectiva realizada em CP no periodo de 2008 a 2011. Foram
considerados casos 0s pacientes refratarios e os controles 0s pacientes responsivos ao

tratamento com antimonial Glucantime®.

As diferencas de distribuicdo dos diferentes genotipos de Lb entre 0s casos e 0s
controles, bem como, as comparagdes das avaliagdes in vitro foram analisadas pelo

Teste Exato de Fisher, e o risco relativo calculado com nivel de confianca de 95%.

As comparagOes foram consideradas significativas para um P<0,05.

Para a comparacdo das distribuicdes de casos e controles em Corte de Pedra foi
empregado o geoestatistico de teste Cusick e Edward (Cluster-Seer da BioMedware).
Esse teste compara a distribuicdo de dois grupos de eventos geograficos na area
estudada. Um valor significante é obtido quando os eventos nao se distribuem de forma
similar na area alvo. Nos mapeamentos de casos e controles para inspecdo visual em
foto de satélite da regido foi utilizado o sistema de informacdo geografica ARCGIS 10

da ESRI INC, sendo considerado significante para um P< 0,02.
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Vill. RESULTADOS

VIII.1 Avaliacdo da susceptibilidade de promastigotas de L.(V.) braziliensis ao

antimonial pentavalente Glucantime®, in vitro.

Os isolados de L.(V.) braziliensis empregados neste estudo foram obtidos da
regido de CP. Definiu-se como casos refratarios os pacientes que apresentaram
insucesso apds dois cursos do tratamento com antimonial (Glucantime®) isoladamente
ou em associacdo com pentoxifilina, e pacientes respondedores 0s que apresentaram

resposta satisfatdria até dois cursos com antimonial.

A droga utilizada para o teste de susceptibilidade in vitro das promastigotas de
L.(V.) braziliensis foi antimoniato de N-metil glucamina (antimoniato de meglumina), o
Glucantime®, disponibilizada pelo Ministério da Salde. Os ensaios experimentais se

basearam na avaliagdo da inibi¢do do crescimento dos parasitos.

As concentracdes de antimonial testadas in vitro variaram de 0,25mg a 4mg. As
promastigotas sensiveis a até 2mg foram consideradas susceptiveis ao Glucantime®, ao
passo que aquelas que resistiram doses até 4mg foram consideradas resistentes ao
tratamento in vitro. Dezesseis (41%) isolados de L.(V.) braziliensis provenientes de
pacientes respondedores ao tratamento com Glucantime® se mostraram susceptiveis a
droga in vitro, ao passo que vinte e trés (59%) se mostraram resistentes ao tratamento in
vitro. Dos isolados de L.(V) braziliensis provenientes de pacientes refratarios a droga,
quinze (57,7%) se mostraram susceptiveis a droga in vitro, ao passo que onze (42,3%)

se mostraram resistentes ao tratamento in vitro. N&o houve diferenca significante quanto


http://www.bulas.med.br/p/glucantime+-2792.html
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as proporcdes de isolados susceptiveis e resistentes ao Glucantime® in vitro entre 0s

pacientes respondedores e refratarios ao tratamento (p=0,21) (Tabela 1).

Comparando-se a susceptibilidade ao antimonial in vitro entre L.(V) braziliensis
isoladas de casos LC e LD, observou-se que vinte e cinco (66%) isolados de L.(V.)
braziliensis provenientes de pacientes com LC se mostraram susceptiveis a droga, ao
passo que treze (34%) se mostraram resistentes (Tabela 2). Dos isolados de L.(V.)
braziliensis provenientes de pacientes com LD, quatro (22%) se mostraram susceptiveis
a droga in vitro, ao passo que quatorze (78%) se mostraram resistentes. Os resultados

apresentaram uma diferenga bastante significativa (p=0,004) (Tabela 2).

Quando comparamos a susceptibilidade ao antimonial in vitro entre L.(V)
braziliensis isoladas de casos de LC e LM. Observamos que dois (22%) isolados de
L.(V) braziliensis de pacientes com LM se mostraram susceptiveis a droga, ao passo que
sete (78%) se mostraram resistentes (Tabela 3). A forma cutanea ja foi descrita acima.
Os resultados apresentaram uma diferenca significativa (p= 0,02). (Tabela 3). Assim os
dados mostram uma maior resisténcia In vitro dos parasitos provenientes das formas

disseminada e mucosa em relacéo a forma cutanea.
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Tabela 1. Comparacéo das respostas ao Glucantime, in vitro, de promastigotas de L.(V.)
braziliensis isoladas de casos de LTA responsivos e refratarios ao antimonial
acompanhados no Posto de Salide de Corte de Pedra - Ba entre 2008 e 2011.

Concentrac6es de antimonial in vitro

Resposta terapéutica do 0,25 a2mg 4mg Total
paciente ao Glucantime® (Susceptiveis) (Resistentes)
Responsivo 16 23 39
Refratério 15 11 26

*p>0,05, Teste Exato de Fisher

Tabela 2. Comparagdo das respostas ao Glucantime, in vitro, de promastigotas de L.(V.)
braziliensis isoladas de casos de LC e LD acompanhados no Posto de Salide de Corte de
Pedra — Ba entre 2008 e 2011.

Concentrac6es de antimonial in vitro

Forma clinica de LTA 0,25 a 2mg 4mg Total
(Susceptiveis) (Resistentes)
Leishmaniose Cutanea 25 13 38
Leishmaniose Disseminada 04 14 18

*p=0,004, Teste Exato de Fisher

Tabela 3: Comparacéo das respostas ao Glucantime, in vitro, de promastigotas L.(V.)

braziliensis isoladas de casos de LC e LM acompanhados no Posto de Satde de Corte
de Pedra — Ba entre 2008 e 2011.

Concentrac6es de antimonial in vitro

Forma clinica de LTA 0,25 a 2mg 4mg Total
(Susceptiveis) (Resistentes)
Leishmaniose Cutanea 13 38
Leishmaniose Mucosa 02 07 09

*p=0,02, Teste Exato de Fisher
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VII1.2 Distribuicdo geografica dos casos de LTA refratarios e responsivos ao

tratamento com antimonial em CP.

A distribuicdo geografica dos casos de LTA responsivos e refratarios a
terapéutica acompanhados entre 2008 e 2011 no Posto de Saude de Corte de Pedra esta
disposta na figura 1. O teste de Cusick e Edward para a comparagdo estatistica entre
locais de residéncia de respondedores e refratarios ao Glucantime® ndo mostrou uma
diferenca significativa entre os grupos para um p=0,02. A observacdo mais importante
que resulta do mapeamento € que a refratariedade ao antimonial se encontra dispersa por

toda a &rea endémica para LTA de forma quase semelhante.

Xermelho

LTA respond&/Branco

N Refratarios s 72 (32%)
N Respond: =152 (68%)
GPS locaiside.Moradia
CE p=0,05

Figura 1. Foto por satélite da distribuicdo dos casos de LTA refratarios e responsivos ao
tratamento com antimonial em Corte de Pedra. Os pontos brancos indicam 0s casos responsivos e
0s pontos em vermelho os casos refratarios.
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VII1.3 Validagdo de polimorfismo no locus CHR 24/3074 e Avaliagdo de suas

associacOes com desfecho terapéutico.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo identificamos uma populacdo
multiclonal de L. (V.) braziliensis causadora de LTA em CP com clados parasitarios
associados a diferentes formas clinicas da doenca (Schriefer et al, 2004). Neste estudo
foram analisadas as sequéncias de fragmentos amplificados do genoma do parasito para
identificar gendtipos de L.(V.) braziliensis associados a desfechos terapéuticos. O locus
CHR24/3074 foi sequenciado em 91 isolados de L(V) braziliensis, provenientes de
sessenta e trés pacientes responsivos e vinte e oito refratarios a terapéutica antimonial

na area endémica de Corte de Pedra.

A identificacdo de polimorfismo no locus selecionado na populacdo de L.(V)
braziliensis de Corte de Pedra foi descrita anteriormente (Queiroz et al, 2012). A fim de
validar esse polimorfismo no locus CHR24/3074 na amostra empregada neste estudo,
um par de primers para amplificacdo especifica desse locus por PCR foi desenhado,
sendo complementares as sequéncias que flanqueiam as regides polimorficas
identificadas por Queiroz et al, 2012. Com estes primers, o locus CHR24/3074 foi
reamplificado do DNA gendmico dos isolados de L. (V.) braziliensis, produzindo
amplicons com aproximadamente 800pb de comprimento. Os fragmentos amplificados
foram clonados em pCR2.1, as sequéncias determinadas e os polimorfismos validados.
A analise dos 91 isolados de L. (V.) braziliensis de diferentes desfechos terapéuticos
revelou um total de 10 SNPs no locus CHR24/3074. Com base no nimero de amostras a
partir das quais cada alelo foi identificado fomos capazes de determinar a frequéncia do

alelo para cada posi¢do polimdrfica no cromossomo em nossa amostra (Tabela 4).
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Conforme observado nesta tabela dez posi¢des polimorficas foram detectadas no locus.
No periodo correspondente a 2008-2011, surgiram quatro novas posi¢oes polimorficas
no locus avaliado: 24/3636, 24/3729, 24/3824 e 24/3827. As demais, seis posi¢des, ja se
mostraram polimérficas em amostra anterior (Queiroz et al, 2012). Para cada posicao
polimorfica, a predominancia de um nucleotideo p6de ser observada na amostra, com
substituicdes ou indels ocorrendo em um subconjunto menor dos isolados. A estratégia
de sequenciamento de amplicons clonados permitiu identificar, ainda, haplétipos de
SNPs e indels no locus CHR24/3074. Foram identificados 05 haplotipos que puderam
ser detectados em pelo menos 10% dos isolados de L. (V.) braziliensis da amostra
(Tabela 5). Na andlise estatistica ndo encontramos associacdo significante entre

polimorfismos ou seus haplétipos e desfechos terapéuticos (Tabela 6).

Tabela 4. SNPs/Indels encontrados no locus CHR 24/3074 de L. (V.) braziliensis em CP e

a frequéncia de seus alelos na amostra

Alelos (frequéncia de cada alelo

entre os isolados de L.(V.)

Locus e polimorfismo Posi¢do no cromossomo braziliensis da amostra)’
SNP 24/3099ag " 3099 A/G (0,49/1)
SNP 24/3120ga® 3120 G/A (0,49/1)
SNP 24/3136at ° 3136 T/A (0,5/1)
SNP 24/3197ag " 3197 A/G (0,5/1)
SNP 24/3537ct " 3537 CIT (0,51/1)
SNP 24/3636ct °© 3636 CI/T (0,30/1)

SNP 24/3672tc ° 3672 T/C (0,50/1)



SNP 24/3729ac® 3729 AIC (0,17/1)
SNP 24/3824g-° 3824 Indel/G (0,29/1)
SNP 24/3827gc © 3827 GIC (0,32/1)
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®Frequéncia de isolados que apresentaram o alelo no locus.
SNPs presentes no locus CHR24/3074 de L.(V.) braziliensis no periodo de 1990-2007
° SNPs encontrados no locus CHR24/3074 de L.(V.) braziliensis no periodo de 2008-2011

Tabela 5. Haplotipos de SNPs/ Indels no locus CHR 24/3074 encontrados em pelo menos

10%o dos isolados de L. (V.) braziliensis de CP, estudados.

Haplotipos (frequéncia dos

hapldtipos entre os isolados de L.(V.)

Locus A
braziliensis da amostra)

CHR 24/3074 CGACATGAAG (0,13)

CGCCATGAAG (0,13)

CGCTCCATGA (0,32)

CGCCCTGAAG (0,93)

G-CCCTGAAG (0,19)




Tabela 6. Associagdo entre SNPs/Indels de L.(V.) braziliensis no locus CHR 24/3074

SNPs ? F° RR IC 95% pe
24/3099ag 0,49 0,66 0,34-1,25 0,26
24/3120ga 0,49 0,66 0,34-1,25 0,26
24/3136at 0,50 0,63 0,33-1,19 0,17
24/3197ag 0,50 0,73 0,39 -1,37 0,36
24/3537ct 0,51 0,81 0,43 -1,50 0,64
24/3636ct 0,30 1,06 0,55 — 2,05 1,0
24/3672tc 0,50 0,85 0,45 - 1,57 0,65
24/3729ac 0,17 1,56 0,80 — 3,03 0,24
24/3824g- 0,29 0,94 0,47 -1,88 1,0
24/3827gc 0,33 1,12 0,60 —2,13 0,81

# Presenca de SNPs no locus estudado
® Frequéncia no locus polimérfico
¢ Valor de P calculado pelo Teste Exato de Fisher
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IX. DISCUSSAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca parasitaria que €
endémica na maioria dos paises da América Latina. E caracterizada por um
pleomorfismo clinico significativo, o que tem sido relacionado com a espécie infectante
e com a resposta imune do hospedeiro (Silveira et al, 2004). O indice de falha
terapéutica tem se elevado nos ultimos anos, com aumento da concentracdo e duragédo
da terapéutica 0 que sugere que estes parasitos estdo passando por um processo de
mutacdo com a presenca de cepas resitentes aos antimoniais. O aparecimento de
resisténcia tanto natural quanto adquirida aos antimoniais tem sido observado em varias
partes do mundo. Na india, a resisténcia parece ser devido ao uso indiscriminado e
descontinuo do farmaco muitas vezes em doses sub-terapéuticas. Em Bihar, regido
endémica, cerca de 60% dos casos ndo sdo responsivos ao tratamento com ShY (Yardley
et al., 2006). Hadighi e colaboradores (2007) mostraram que existem cepas de L.tropica
resistentes aos antimoniais e que estas cepas sdo sensiveis a outras drogas de segunda
linha utilizadas no tratamento dos pacientes iranianos com LC. Nas Américas tem
aumentado a preocupac¢do quanto a refratariedade das formas de LC e LM ao tratamento

(Llanos-Cuentas et al,2008).

Este nosso estudo surgiu da observacdo de que um elevado nimero de pacientes
em CP tem apresentado falhas ao tratamento com antimonial (Glucantime ®), e a
necessidade de se verificar que a refratariedade estd associada a fatores intrinsecos dos
parasitos, ou relacionados ao hospedeiro como a sua carga genética, e resposta imune.
As evidéncias de que a populacdo de CP é multiclonal (Schriefer et al, 2004) sugere a

existéncia de diferencas genotipicas entre as cepas resistentes e susceptiveis ao



65

antimonial. Por fim, um estudo prévio realizado pelo nosso grupo mostrou que a L.(V.)
braziliensis em CP ocorre atraves de pequenos surtos que se encontram disperso em
toda area endémica (Schriefer et al, 2009). Desta forma, seria provavel, portanto, que as
cepas recuperadas de pacientes refratarios ou responsivos ao tratamento, supostamente,

estariam agrupadas ou compartimentalizada em areas distintas de CP.

Inicialmente, verificou-se a correlacdo entre a resposta ao antimonial, in vivo e
in vitro. A hipotese era que, pacientes refratarios ao tratamento estariam infectados por
cepas ndo respondedoras ao antimonial, contudo isto ndo foi verificado. As possiveis
explanacdes para a falta de associacdo entre as respostas in vivo e in vitro sdo: 1- O
método utilizado para avaliar a resposta in vitro talvez ndo tenha sido o mais adequado.
Sabemos que, a maioria dos estudos relatados é voltada a formas promastigotas, as
quais sao predominantes no vetor, sendo que o estudo com formas amastigotas seria
clinicamente mais relevante, ja que esta é a forma predominantemente infectante em
humanos. 2- Fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro pode ter um papel

determinante na refratariedade ao antimonial.

Os parasitas do género Leishmania sintetizam esterdides especificos e
indispensaveis para o crescimento e viabilidade celular, os quais sdo do tipo ergostanos
(ergosterol). Existem algumas enzimas indispensaveis a sintese dos ergostanos, que
podem ser inibidas ou reguladas por farmacos, como os composto azolicos (cetoconazol
e itraconazol). Entretanto, a resposta clinica frente ao tratamento com essa classe de
farmacos depende também do tipo de Leishmania. S&o varios os ensaios realizados para
a avaliacdo da susceptibilidade de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania

sp. a farmacos. Os estagios evolutivos do parasito apresentam diferencas biogquimicas.
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O antimdnio pentavalente (SbY) entra no macréfago e pode agir diretamente sobre a
forma amastigota no vacuolo ou ser reduzido a forma trivalente (Sblll) no citosol (Lira
et al.,, 1999). Os antimoniais pentavalentes (ou a forma ativa, trivalente) parecem
interferir na producdo de energia em amastigotas de Leishmania, inibindo tanto a
glicolise como a oxidacdo de acidos graxos (Rath et al, 2003). Callahan et al (1997)
compararam 0s ICsy das amastigotas intracelulares e amastigotas axénicas de L.
mexicana em relacdo a diferentes drogas. Os ICsy das amastigotas intracelulares e
amastigotas axénicas diferiram em apenas um medicamento. Dados mostraram que a
susceptibilidade das amastigotas axénicas as drogas € semelhante aos resultados obtidos
a partir da avaliacdo dentro dos macrofagos. Estes resultados vdo de encontro com a
hiptese de que a resposta ao antimonial contra as formas amastigotas depende dos
macrofagos. Ja foi visto que a susceptibilidade de promastigotas de Leishmania a
anfotericina B e Tamoxifeno é semelhante a susceptibilidade de amastigotas
intracelulares (Sharieff et al., 2006; Miguel et al., 2007). Apesar de relatos na literatura
que promastigotas de Leishmania sdo menos sensiveis ao antimoénio pentavalente do
que as amastigotas existem varios trabalhos com esse farmaco utilizando essa forma do

parasita.

Para avaliacdo da susceptibilidade in vitro, foi utilizado o protocolo sugerido por
Zauli-Nascimento et al 2010, no qual verificou-se a resposta das promastigotas de L.(V)

braziliensis ao antimonial.

Neste trabalho, as respostas in vitro das promastigotas de L.(V) braziliensis ao
Glucantime® isoladas dos casos de leishmaniose cutanea foram comparadas com

aquelas isoladas da forma disseminada e mucosa. A propor¢cdo de resisténcia dos
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isolados L.(V) braziliensis de pacientes com leishmaniose mucosa e disseminada foram
maiores do que aqueles observados entre os isolados de LC. Estes achados in vitro,
refletem o observado na area endémica de CP, sendo estas formas mais resistentes a

terapéutica antimonial.

Embora as formas promastigotas ndo sejam o estdgio clinicamente relevante
para a avaliacdo in vitro e que as amastigotas intracelulares se correlacionam melhor
com a resposta in vivo, sendo, portanto, as encontradas no hospedeiro vertebrado. Dados
sugerem que a importdncia do estudo limitou-se pela forma promastigotas, mas
Azeredo- Coutinho e colaboradores (2007) realizaram experimento com as
promastigotas de L.(V.) braziliensis isoladas dos pacientes de LTA no Rio de Janeiro, as
quais foram expostas a concentracdes crescentes de Glucantime® in vitro e comparadas
com atividade dos isolados de outras espécies de Leishmania. Os resultados mostraram
uma significativa correlacdo positiva entre as respostas in vitro ao antimonial das

amastigotas e promastigotas, provenientes dos mesmos isolados clinicos de LTA.

A LD é uma forma de doenca emergente em Corte de Pedra com crescente
expansao geografica e aumento do nimero de casos nas ultimas décadas (Schriefer et al,
2009; Jirmanus et al, 2012). Entre os pacientes com LM, os indices de falha terapéutica
sdo maiores que 40%, com recidiva da doenga podendo ocorrer em cerca de 17% dos
casos (Bacellar et al, 2002; Machado et al, 2007). Acredita-se que a resisténcia ao
antimonial e recidiva da doenca seja provavelmente devido a terapéutica irregulares e
baixas doses do medicamento, 0 que resultaria no surgimento de cepas/isolados
resistentes. Queiroz e colaboradores (2012) mostraram a existéncia de cepa de L.(V.)

braziliensis estatisticamente associada com a forma disseminada de leishmaniose.
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Portanto, a partir desta observacdo, € provavel que de fato estas cepas associadas a
forma disseminada da doenca também sejam mais resistentes aos antimoniais, se
comparadas as cepas associadas a LC. Schriefer et al, 2004 utilizando 0 método de
RAPD mostraram que o perfil genético da cepa infectante era estatisticamente associado
as formas de doenca. Kumar colaboradores (2012) avaliaram a expressdo de oito genes
nos isolados de L. donovani recuperados de pacientes responsivos e refratarios a
terapéutica. A maioria dos genes apresentou significativa expressdo associada aos

isolados resistentes ao antimonial em relacdo aos isolados sensiveis.

Hoje, é importante uma abordagem com a integracdo dos estudos de biologia
molecular, genética evolutiva aplicados nas areas de diagndstico, tipagem de cepas,
identificacdo de espécies, patogenicidade, resisténcia as drogas e vacinas, e

especificidade a hospedeiros e vetores.

No presente estudo, as cepas recuperadas de pacientes refratarios e responsivos
ao tratamento foram genotipadas e ndo foram encontradas diferencas entre o perfil
genético desses isolado. Este estudo aponta para a presenca de cepas resistentes ao
Glucantime® em CP. Existem drogas de segunda linha preconizadas pelo Ministério da
Saude, que sdo efetivas no tratamento de casos refratarios ao Glucantime®
(Pentamidina e Anfotericina B). Ensaios terapéuticos recentes evidenciaram que 0 uso
de drogas alternativas, empregadas isoladamente ou em associagcdo com o Glucantime®,
sdo capazes de aumentar a responsividade ao tratamento da LTA. Sendo assim, a
identificacdo de marcadores parasitarios preditores de resposta ao Glucantime®
permitiriam a introducdo precoce dos esquemas de segunda linha ou alternativos

naqueles individuos infectados com cepas pouco sensiveis ao antimonial pentavalente.
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Embora ndo tenha encontrado uma associacdo entre genotipos e resposta terapéutica
nossos dados reforcam para presenca de cepas resistentes na area de CP conforme
estudos realizados no local. Almeida e colaboradores (1999) mostraram que 0s
pacientes com LC tratados com a combinacdo de GM-CSF com antimonial tém uma
maior chance de estarem curados apés 40 dias do termino do tratamento do que aqueles
tratados apenas com Glucantime®. Em outro estudo, 100% dos pacientes com LC
tratados com a combinacdo de GM-CSF topico e antimonial intravenoso apresentaram
cura das lesbes em um periodo de 60 dias, a0 passo que entre os tratados,
exclusivamente com Glucantime®, 50% se encontravam curados (Santos et al, 2004).
Lessa e colaboradores (2001) e Machado e colaboradores (2007) mostraram que 0S
pacientes LM refratdrios ao Glucantime® respondem bem a combinacdo com
pentoxifilina e que o tratamento oral com miltefosina nos pacientes com LC apresentam

uma melhor resposta terapéutica em relagdo ao Glucantime® (Machado et al, 2010).

A evidéncia de pacientes com LD e LM (menos responsivos a terapéutica)
apresenta um nimero maior de cepas resistentes ao antimonial, o que mostra que a falta
de associacdo entre 0s genotipos e a resposta terapéutica, seja devido ao baixo poder
discriminatorio da ferramenta utilizada. Queiroz e colaboradores (2012) mostraram que
polimorfismos identificados em seis loci diferentes eram estatisticamente associados

com a forma disseminada da doenca.

No presente estudo, a aplicacdo de apenas um unico locus, CHR24/3074, na
genotipagem das cepas de pacientes refratarios e responsivos a terapéutica
provavelmente limitou a capacidade discriminatdria da técnica utilizada na presente

avaliacdo. Futuros estudos utilizando os demais loci (cinco), sozinhos ou combinados
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talvez permita encontrar diferenca entre cepas recuperadas dos pacientes refratarios ou
responsivos ao tratamento. Outra possibilidade é que a cepa ndo tenha um papel
relevante na resposta ao antimonial. Neste caso, a refratariedade ao tratamento poderia
ser atribuida ao hospedeiro e/ou gravidade da doenca. E provéavel que os pacientes que
desenvolveram as formas mais graves (LD, LM e com maior refratariedade ao
tratamento) ndo respondam ao tratamento apenas devido ao elevado grau de gravidade
da doenca. Por fim, avaliou-se a distribuicdo dos casos refratarios e responsivos a
terapéutica na area endémica de CP. A nossa hipétese era que os pacientes refratarios ao
tratamento apresentariam distribuicdo geografica diferentes dos pacientes responsivos,
e/ou uma compartimentalizacdo dos casos refratarios. Conforme analise observou-se
que: 1- ndo houve diferenca na distribuicdo dos casos refratarios e responsivos ao
tratamento; 2- os casos refratarios apresentaram uma ampla distribuicdo na area
endémica de CP. Supondo que as cepas tivessem um papel determinante na
refratariedade ao antimonial, esperava-se que 0s pacientes supostamente infectados
pelas cepas resistentes a esta droga estariam mais concentrados em uma determinada
regido da area endémica ou formando grupos ou dispersos em toda area. Uma possivel
explicacdo para a ampla distribuicdo dos pacientes refratarios é que as cepas associadas
a estes casos estariam presentes na area endémica a tempo suficiente para que elas

pudessem alcangar uma ampla dispersédo em CP.

Por fim sabemos que a cura da leishmaniose depende ndo apenas de um fator
mais de varios fatores como o sistema imune do hospedeiro, a forma clinica da doenca,
a cepa do parasito e a droga utilizada. Devido as dificuldades de controlar as

leishmanioses, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos de busca de novas
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drogas mais eficazes, devido a isto € de grande importancia estudos sobre a avaliacéo in
vivo e in vitro da sensibilidade dos parasitas as drogas usadas mais comumente no

Brasil e principalmente na Bahia.
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X. CONCLUSAO

Os dados deste estudo indicam que exista uma maior resisténcia ao antimonial
em parasitos provenientes de determinadas formas clinicas observados em Corte de
Pedra, a saber, LM e LD. Portanto, sugere uma possivel associacéo entre cepa de L.(V.)

braziliensis e resposta terapéutica.

No mapeamento encontramos uma ampla distribuicdo de casos refratarios ao
Glucantime® por toda area de Corte de Pedra, embora ndo tenhamos conseguido
detectar associacdo entre genotipo de L.(V.) braziliensis e resposta terapéutica nesses
pacientes de LTA. A andlise de um unico locus na genotipagem certamente limitou
nosso poder discriminatdrio. Futuros estudos avaliardo melhor essa associacéo

empregando, mais loci polimorficos entre a L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Avaliacdo do papel do polimorfismo de cepas de
Leishmania (V) braziliensis sobre a refratariedade ao tratamento com

antimonial pentavalente.

Objetivo do Projeto: Avaliar se existe associacdo entre 0s genotipos e os isolados da
L.(V.) braziliensis provenientes de formas distintas de LTA e as respostas ao tratamento

in vivo (respostas do pacientes) e in vitro.

Nome do paciente:

Investigador Principal: Albert Schriefer, médico, Hospital Universitario Prof. Edgard

Santos, Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brazil.
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Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA-Rua Padre Feijo 240,

Ambulatério Magalhes Neto, 3° andar, Canela-Salvador-Bahia.

N° do Projeto:

Convite e Objetivo:

Vocé é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque
as pessoas tém diferentes formas de leishmaniose. Além das informagdes aqui presentes
vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu meédico. Caso decida participar do

estudo vocé seré solicitado (a) assinar este formulario de consentimento.

Participacdo voluntaria: A sua participacdo é voluntaria. Vocé pode decidir nao
participar do estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos cuidados
médicos prestados e de seu tratamento. Caso, apds aceite participar, resolva
descontinuar sua participacdo, isto serd feito sem qualquer prejuizo para Vvoce.
Participando ou ndo do estudo vocé recebera o medicamento utilizado para o tratamento

da leishmaniose (Glucantime®).

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar se as leishmanias causadoras das

diferentes formas de leishmaniose sdo iguais ou diferentes. Para isto obteremos as
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leishmanias responsaveis por sua doenca em material da ferida, pela retirada de um

pequeno pedaco da sua pele e por aspiracdo da borda da ferida.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, os procedimentos para
obtencdo das leishmanias serdo os mesmos realizados para o diagndstico normal em
doentes ndo participantes do estudo. Ou seja, além de ser examinado por um medico
clinico, seré realizada bidpsia e aspirado da lesdo, bem como teste intradérmico, e
tirados 5 ml de sangue para sorologia, métodos que sdo necessarios para o diagnéstico
da doenca. A retirada do pedaco da pele ou da ferida do nariz para diagnostico da sua
doenca sera feita com anestesia para vocé ndo sentir dor. Uma parte deste material de
bidpsia e do material de aspirado sera usada para o diagnéstico e a outra para 0s estudos
sobre a leishmania. Caso o diagnostico de leishmaniose ndo seja confirmado, todo o

material obtido para a pesquisa sera destruido.

Analise do material biolégico. Uma parte do material coletado durante a bidpsia e a
aspiracdo feitas em sua ferida servird para o estudo da leishmania. Serdo empregados
dois testes com o objetivo de caracterizar geneticamente a leishmania que esta causando
a sua doenca e depois compara-la com as leishmanias que estdo causando doenca nas
outras pessoas desta regido. Para um dos testes, o RAPD (DNA polimorfico
randomicamente amplificado) o aspirado e a bidpsia triturada serdo colocados num
liquido especial que permite o crescimento da leishmania. Depois da leishmania

crescida, ou seja, multiplicada, serd extraido o DNA dela. E este DNA que sera
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caracterizado pelo RAPD. O resultado desta caracterizacdo se chama genotipo.
Finalmente, os gendtipos das leishmanias de outros pacientes desta regido serdo
comparados com o gendtipo da que esta causando a sua doenca. O outro teste se chama
MLST (Tipagem de loci baseada em sequenciamento). Ele também tem como objetivo
identificar os gendtipos das leishmanias. No MLST ndo € necessario crescer a
leishmania antes de se fazer o teste, ele pode ser realizado diretamente na biopsia e no
aspirado. O RAPD e o MLST serdo realizados em conjunto com o objetivo de confirmar

os resultados e também de torna-los mais precisos.

Duracdo do estudo: Apos a assinatura do termo de consentimento e confirmacdo do
diagndstico sua participacdo no estudo acabard em 2 ou 3 dias. Todo més vocé sera
examinado para determinar a cura da doenca ou necessidade de utilizacdo de nova série
de Glucantime® ou de outra medicacdo, que também lhe sera fornecida gratuitamente.

Isto ndo faz parte do estudo.

Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo s6 sera do
conhecimento da equipe medica. Vocé ou qualquer participante desse estudo ndo sera

identificado por nome nas publicacGes dos resultados do estudo.

Analises de riscos e beneficios: O tratamento que vocé receberd (Glucantime®) é

semelhante ao que todos os pacientes receberdo, participando ou ndo do estudo. N&o
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existe nenhum procedimento adicional para os participantes do estudo, assim nao existe
também nenhum risco adicional para vocé. De qualquer forma o risco de hemorragia ou
infeccdo durante as biopsias e aspirados de lesdo serdo minimizados pela limpeza
extensa da superficie mucosa ou cutanea das lesdes com anti-sépticos antes dos
procedimentos, pelo uso de instrumentos e materiais estéreis, e aplicando-se pressdo
com gaze nos locais onde foram realizados os procedimentos para estancar o
sangramento. Materiais descartaveis serdo usados em todos os procedimentos. O risco
de reflexo vago-vagal serd& minimizado realizando-se 0s procedimentos com vocé
deitado. Vocé também devera se alimentar antes do procedimento para evitar tonturas
ou perda transitoria da consciéncia por causa do reflexo vago-vagal. Também sera
reservado um leito que vocé podera usar para repousar e se recuperar caso sinta tonturas
durante os procedimentos. Quaisquer reacdes adversas que vocé apresente devido ao
teste cutdneo de Montenegro serdo tratadas com pomadas anti-inflamatorias de
corticosteroides (hidrocortisona 1%) no momento da leitura do exame (48 a 72 horas
apos a aplicacdo). Em caso de reacdo adversa ao teste de Montenegro vocé também
recebera pomada adicional para que em casa vocé possa passa-la na pele, no local do

teste trés vezes ao dia por 3 a 5 dias, conforme necessario.

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: Pode ndo haver qualquer
beneficio pessoal para vocé, como conseqliéncia de sua participacdo neste estudo.
Contudo, n6s esperamos que, no futuro, a sociedade possa se beneficiar deste estudo por
ele resultar numa melhor compreensdo desta doenca parasitaria frequente, que podera,

inclusive, ajudar no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento.
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Custos: Vocé ndo tera custos com o tratamento com antimdnio ou com outra droga para
tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso. VVocé nao recebera pagamento

por sua participagéo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo, vocé
pode contatar um dos seguintes investigadores pelo telefone (71) 3237-7353: Dr. Albert
Schriefer, Dr. Edgar M. Carvalho, Dr. Paulo Machado e Dr. Luiz Henrique Guimaraes.
Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho como
paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario Professor
Edgar Santos, através do endereco que encontra-se no inicio deste consentimento ou

pelo telefone (71) 3247-4634.

Consentimento: Eu li ou leram para mim as informac6es deste termo de consentimento
livre e esclarecido acima. O Dr. Schriefer ou um representante dele explicou o estudo
para mim e respondeu a todas as minhas davidas. Foram-me listados também os riscos
e incdmodos a que serei submetido, bem como os possiveis beneficios gerados por este

estudo.

Também me foi dito que eu ndo tenho que tomar parte deste estudo e que eu posso me

recusar a participar a qualquer momento.



89

A equipe médica do Servigo de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard
Santos estara disponivel para quaisquer cuidados médicos que se mostrem necessarios
devido a injdrias resultantes da minha participacdo neste estudo. Além do mais, o
Servico de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard Santos, ou o
patrocinador do estudo, cobrird quaisquer despesas resultantes de cuidados médicos

relativos a minha participacéo neste estudo.

Os meus direitos como participante da pesquisa me foram esclarecidos e eu,
voluntariamente, consinto na minha participacdo no estudo. Foram-me esclarecidos
0 estudo e as razBes de sua realizacdo. Eu receberei uma cépia assinada deste termo
de consentimento livre e esclarecido para arquivar, como documentacdo da minha

participagdo como voluntério neste estudo.

Assinatura ou impressdo do participante Data
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. : « . Nome do responsavel*
Assinatura ou impressdo do responsavel* / Data P

Assinatura ou impressio da testemunha / Data Nome da testemunha

*Requerido apenas se o participante ndo for competente para tomar decisdes.

DECLARACAO DO INVESTIGADOR

Eu discuti os pontos acima com o participante do estudo ou seu representante legal. E
da minha opinido gque o participante entende os riscos, beneficios e obrigacdes

envolvidos em sua participacdo neste projeto de pesquisa.

Assinatura do investigador
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