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RESUMO

Introducdo: O diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico crénico, heterogéneo
caracterizada por hiperglicemia. Atualmente, em parte, por consequéncia de maus habitos
alimentares e estilo de vida sedentario, cerca de 90-95% dos casos de diabetes sdo do tipo 2, o
qual se desenvolve a partir de um quadro inicial de resisténcia periférica a insulina. O DM
aumenta o risco de infecgdes bacterianas extracelulares e das infec¢@es por fungos e modifica
a apresentacdo clinica e a resposta ao tratamento dessas infecgdes. A Leishmaniose Cuténea
(LC) se caracteriza por Ulceras bem delimitadas com bordas infiltradas elevadas e com fundo
granuloso. A LC é uma doenca que compromete predominantemente adultos, jovens do sexo
masculino, mas o numero de criancas e idosos com a doenca tem aumentado nos Gltimos anos.
Todavia, existe uma escassez de trabalhos sobre a LC em diabéticos. Objetivo: Avaliar a
influéncia do DM nas manifestacdes clinicas, na resposta imune e na resposta ao tratamento de
pacientes com LC causada pela Leishmania braziliensis. Material e Métodos: Participaram do
estudo 36 pacientes DM com LC e 36 pacientes com LC sem DM, com idade entre 18 a 60
anos com diagnostico de LC que procuraram o centro de referéncia de Corte de Pedra no
periodo de janeiro de 2017 a junho de 2020. As células mononucleares do sangue periférico
foram estimuladas com antigeno soltvel de leishmania para dosagem de citocinas através da
técnica imunoenzimatica (ELISA). Foi realizada também biopsia da lesdo para o estudo
histopatol6gico e imuno-histoquimico. O diagndstico da LC foi feito pela identificacdo do
DNA de L. braziliensis e do DM por hemoglobina glicada >6,5%. Todos os pacientes foram
tratados com Glucantime® (Sanofi-Aventis) na dose 20mg/kg/dia. A cura foi definida pela
completa cicatrizacdo da lesdo na auséncia de bordas elevadas. Resultados: Ndo houve
diferenca entre os dois grupos com relacdo a duracdo da doenca, localizacdo e o tamanho da
lesdo, e a cura foi observada em 47% dos pacientes diabéticos com LC e em 56% dos pacientes
com LC sem diabetes (P>0.05). Ndo houve diferenca no nimero de amastigotas, nem na
frequéncia de células expressando CD20*(linfécito B) e CD68"(macréfagos). Entretanto,
houve uma diminuicdo na frequéncia de células de CD8+ em pacientes com LC e DM. Do
ponto de vista clinico, uma diferenca marcante entre os grupos foi a presenca de lesdes atipicas,
planas e sem bordas bem delimitadas em 13 pacientes (36%). Enquanto a cura foi documentada
em 87% dos diabeticos com lesdes tipicas, essa foi observada em 31% (P<0.01) dos com lesdes
atipicas. A producdo de citocinas IFN-y, TNF, IL-1 B foi mais elevada nos pacientes com lesdes
atipicas do que nos pacientes com lesdes tipicas (P<0.05). Conclus6es: Ndo houve evidéncia
que a glicemia tenha influenciado a apresentacao e a resposta ao tratamento da LC. Todavia,
um subgrupo dos pacientes com DM e LC apresentou lesdes atipicas associadas com producao
mais elevada de IFN-y, TNF e IL-1 e falha terapéutica, indicando que a resposta inflamatoria
exagerada e um subgrupo de pacientes com DM modificaram as manifestagdes clinicas e a
resposta ao tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea; Diabetes Mellitus; Leishmania (V) braziliensis;

Resposta Imune; Resposta ao Tratamento.
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ABSTRACT

Introduction: The diabetes mellitus (DM) is a chronic disease characterized by high blood
sugar levels. Currently, due to genetic characteristics, a poor eating habits and a sedentary
lifestyle, about 90-95% of diabetes cases are type 2, characterized by peripheral insulin
resistance. DM increases the risk of extracellular bacterial infections and fungal infections, and
changes the clinical presentation and response to treatment of these infections. CL is a disease
that predominantly affects adults, young males, but the number of children and the elderly with
the disease has increased in recent years. However, there is a scarcity of studies on CL in
diabetics. Objective: To evaluate the influence of diabetes mellitus on clinical manifestations,
immune response and response to treatment of patients with CL caused by Leishmania
braziliensis. Material and methods: The study included 36 DM patients with CL and 36
patients with CL without DM aged 18 to 60 years who sought the reference center of Corte de
Pedra from January 2017 to June 2020. The diagnosis of CL was performed by detection of L.
braziliensis DNA in tissue biopsies. DM was diagnosed when glycated hemoglobin was >6,5.
Mononuclear cells of the peripheral blood were stimulated with soluble leishmania antigen and
cytokines were measured in supernatants by ELISA. A lesion biopsy was also performed for
histopathological and immunohistochemical studies. All patients were treated with
Glucantime® (Sanofi-Aventis) at a dose of 20mg/kg/day.. The cure was defined by complete
healing of the ulcers on day 90 in the absence of elevated borders. Results: There was no
difference among the 2 groups in relation to duration of the disease, location and size of the
lesion. There was no difference in the frequency of cells expressing CD20 + (lymphocyte B)
and CD68 + (macrophages), however there was a decrease in the frequency of CD8 + cells in
patients with CL with DM. The most important clinical difference among the 2 groups was the
presence of atypical lesions characterized by superficial ulcers without well-defined borders in
13 (36%) of the diabetic patients. Moreover while there was no difference in the cure rate in
DM + CL (67%) and in CL without DM (56%), P>0.05, the cure rate in the diabetes with
atypical lesions was 31% and in those with typical lesions was 87%, P<0.01. The production
of IFN-y, TNF, IL-1 was higher in patients with atypical lesions than in patients with typical
lesions. Conclusions: There was no evidence that sugar blood levels influenced the presentation
and response to therapy of CL. However diabetic patients who had an exaggerated
inflammatory response had atypical lesions and more failure to therapy.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Diabetes Mellitus; Leishmania (V) braziliensis; Imune

Response; Response to Treatment.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um distdrbio metabdlico que apresenta em comum a hiperglicemia,
resultante de defeitos na acdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambas. A doenga é
classificada em tipo 1 e tipo 2 (Skyler, J. S. et al., 2004). O diabetes tipo 1 é
predominantemente observado em adolescentes ou adultos jovens, e ocorre devido a destruigdo
das células B do pancreas que sdo responsaveis pela biossintese e secrecao de insulina, levando
a uma incapacidade parcial ou total de produzir o hormonio (Skyler, J. S. et al., 2004,
Ferreira, V. A. et al., 2014). O diabetes tipo 1 é uma doenca que ocorre por uma reagdo

autoimune mediada por linfocitos T citotoxicos (Fernandes A P et al., 2005).

O diabetes tipo 2, por sua vez, é desenvolvido a partir do estabelecimento de um quadro de
resisténcia periférica a insulina, caracterizado por uma menor captacdo de glicose pelos
musculos e tecido adiposo e aumento da liberacdo de glicose pelo figado. (Wilding, J. P et al.,
2014). Cerca de 90-95% dos casos de diabetes séo do tipo 2 (Guo, C et al., 2014), em parte
decorrente do aumento exponencial na prevaléncia da obesidade e envelhecimento
populacional, desde que ha uma maior pré-disposicdo em individuos acima dos 40 anos

(Skyler, J. S. et al., 2004).

Ja a leishmaniose tegumentar americana (LTA) representa um conjunto de doencas com
caracteristicas clinicas, imunoldgicas e patoldgicas distintas cuja expressdo clinica depende de
fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro. A doenca tem uma ampla distribuicdo no
territorio brasileiro, ocorrendo casos em todas as regides geograficas (Costa SM et al., 2007).
A variedade de vetores e a existéncia de diferentes ambientes geograficos, com suas respectivas
caracteristicas, tornaram a leishmaniose no Brasil uma doenga de multiplas facetas, com

diferengas no tocante & apresentacdo clinica e resposta ao tratamento, que dificultam a
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padronizacdo de métodos diagnosticos e terapéuticos (Dantas-Torres F et al, 2007; Costa SM

et al, 2007). Os principais parasitos implicados na LTA no Brasil sdo

Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Leishmania)

amazonensis. (Desjeux et al., 1992; Lainson et al., 1983).

No Brasil sdo reconhecidas quatro formas clinicas distintas da LTA. A leishmaniose cutanea
(LC), leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose cutanea disseminada (LD) e a leishmaniose
cutanea difusa (LCD). Enquanto a infec¢do por L. amazonensis e a L. guyanensis na regiao
amazonica geralmente estéo associados com lesdo unica e melhor resposta terapéutica (Silveira
FT etal., 1991), a L. braziliensis € responsavel por formas mais graves da doenca, incluindo a
forma mucosa e a disseminada (Lainson et al., 1983; Walton BC et al., 1980). A LCD é uma
forma anérgica da doenca e tem como agente causal em nosso pais a L. amazonensis, parasito

que também pode causar a LM e a LD (Barral A et al.,1991).

A LC ¢ a forma mais comum de apresentacdo da LTA, ocorre em mais de 90% dos casos em
areas de transmissao de L. braziliensis e caracteriza-se por uma ou maultiplas Glceras bem
delimitadas, indolores com fundo granuloso e bordas elevadas. Geralmente, a lesdo cuténea é

acompanhada de linfadenopatia satélite (Barral A et al., 1995).

O tratamento recomendado para a LC no Brasil é o antimoniato de meglumina (Sbv®) na dose
de 15-20mg/Kg/dia durante 20 dias, (MS) (SVS/MS, 2017). No entanto, a falha ao tratamento
tem sido descrita em até 50% dos pacientes e 0 longo periodo necessario para a cicatrizagdo da
lesdo ulcerada, 60 a 90 dias, indicam a necessidade da utilizacdo de drogas alternativas para o
tratamento da doenca (Romero GA et al., 2001; Santos JB et al., 2004). Outros medicamentos
eficazes no tratamento da doenca sdo a pentamidina e anfotericina B (Bailey MS & Lockwood

etal, 2007; Reveiz et al., 2013). Contudo, o uso da anfotericina B é limitado por sua toxicidade
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e pela administracédo ser realizada em ambiente hospitalar. A miltefosina é uma droga de uso

oral que se mostrou eficaz no tratamento da LC causada por

L. braziliensis e por L. guyanensis, mas tem como limitacdo o custo elevado, pelo fato de ser
uma droga teratogénica e seu uso esta associado frequentemente a nduseas e vOmitos

(Machado et al, 2010; Chrusciak-Talhari A et al., 2011).

O DM aumenta a susceptibilidade e a gravidade de doencas causadas por bactérias
extracelulares e fungos (Geerlings SE et al., 1999; Gil-Santana L et al., 2016). E também
conhecido que o diabetes aumenta o risco para o desenvolvimento da tuberculose e modifica a
apresentacdo clinica da doenca. Com relacdo a leishmaniose, ha relatos de trés pacientes com
DM e LC no Marrocos, onde um dos pacientes apresentou lesdo vegetante (Chiheb S. et al.,
2012). Recentemente, n6s mostramos que in vitro uma elevacdo na concentracdo de glicose se
associa com uma menor capacidade de monécitos em destruir a L. braziliensis. E sabido que o
DM pode se associar ao sobrepeso e recentemente foi observado na nossa area endémica que o
sobrepeso e a obesidade podem modificar a apresentacdo clinica da LC e aumentar falha
terapéutica. Contudo, existe uma caréncia de dados sobre a influéncia do DM na apresentacao
clinica, na resposta imune e na resposta terapéutica de pacientes com LC infectados por L.

braziliensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro relato do diabetes foi atribuido ao papiro de Ebers, elaborado em torno de 1550 a.C.
no antigo Egito, o qual menciona abordagens para o tratamento de uma doenca caracterizada
por micgdo excessiva (poliuria) (Sanders L J et al., 2002). Galeno e Areteu da Capaddcia,
notdérios médicos e estudiosos da antiguidade, que foram discipulos de Hipdcrates, foram os
pioneiros na caracterizacdo da doenca, aproximadamente no século 11 d.C. Ainda no século 11
d.C., o medico grego Galeno descreveu o diabetes como uma doenca dos rins

(Rabello R A et al., 2006). Cerca de 500 a.C., os antigos médicos hindus Charaka, Sushruta e
Vaghbata foram os primeiros a descrever uma provavel docura na urina dos diabéticos, pois a
mesma causava a atracdo de insetos como formigas e moscas. Somente ap6s um seculo os
europeus detectarem o sabor doce na urina dos pacientes acometidos pela doenca (Sanders L
J et al., 2002; Dwivedi G et al., 2007). Além disso, Willis atribuiu a doenga ao sangue e nao
aos rins, alegando que a dogura detectada na urina derivava da presenca de agtcar na circulagao
sanguinea. No século XVIII, o médico inglés Matthew Dobson, apds aquecimento da urina,
obteve um residuo acucarado sendo essa a primeira evidéncia que diabéticos eliminavam agUcar
na urina (glicosuria). Posteriormente, o quimico inglés William Cullen foi quem cunhou, no
século XVIII, a expressdo “diabetes mellitus” (mellitus = mel, em latim) para descrever esta
enfermidade (Sanders L J et al., 2002). A partir do século XIX, acumularam-se evidéncias
experimentais e em autopsias de pacientes diabéticos que a doenca era associada a danos no

pancreas (Sanders L J et al., 2002).
2.1. STATUS DA DOENCA NO SECULO XXI: UMA EPIDEMIA GLOBAL

A explosdo mundial na prevaléncia da obesidade tem resultado em um crescimento continuo
na incidéncia do DM tipo 2 (Kahn S E et al., 2014). Estimativas apontam que no Brasil ja séo

mais de 12 milhdes de doentes, com maior prevaléncia em obesos acima dos 40 anos. Nos
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Estados Unidos, estima-se que entre 7% e 10% da populacdo adulta seja portadora de DM do
tipo 2 (Ferreira V A et al., 2014). Dados divulgados pela Internacional Diabetes Federation
(IDF) apontam que aproximadamente 387 milhdes de pessoas sdo afetadas por esta doenca, o
que representa uma prevaléncia de 9,3% na populagdo mundial, caracterizando umagrave
epidemia global. Ainda segundo a IDF, o DM causa uma morte a cada sete segundos, resultando
em 4,9 milhdes de 6bitos s6 no ano de 2019. No entanto, o dado mais alarmante aponta que um
em cada dois individuos acometidos pelo DM ndo sabem que estdo doentes. Além disso, as
expectativas para o futuro sdo preocupantes, com uma estimativa de 548 milhdes de diabéticos

até 2055 (IDF Diabetes Atlas 2019).

2.2. RESPOSTA IMUNE NO DIABETES MELLITUS

A patogénese do DM tipo 1 € iniciada por um fendmeno autoimune associado a destruicdo das
células beta do pancreas produtoras de insulina (Bouvy M et al., 1997; Ozougwu JC et al.,
2013). Autoanticorpos contra antigenos das células beta B do pancreas sdo também
documentados e com relacdo as subpopulagtes de células CD4, tanto as células Thl como as
Th2 estdo ativadas (Eisenbarth GS et al., 2005; Narendran P et al., 2005). As células Thl
ativadas, produzem IL-2 que ativam as células T citotoxicas, que destroem as células das ilhotas
através da secrecdo de perforina e granzima e de outros produtos quimicos toxicos. O IFN-y
ativa macréfagos e estimula a liberacdo de citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF que
destroem mais as células B (Narendran P et al., 2005; Yagi H et al., 1992). As células TCD4
* também ativam células B especificas para produzir anticorpos contra antigenos das ilhotas
(Narendran P et al., 2005; Yagi H et al., 1992; Wallberg A M et al., 2013). O perfil da IL-
6 também esté relacionado com o desenvolvimento do diabetes. Essa citocina atua nas células

beta, interferindo na sintese de insulina e atua nas células alfa, impedindo a producgéo de
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glucagon. Por essa razdo, a IL-6 encontra-se elevada nas situacdes de hiperglicemia (Esposito
K et al., 2002). A IL-10 é uma citocina inibidora de macrofagos, de células dendriticas e de
células T e esta, portanto, envolvida no controle das reaces autoimunes e das doencas

inflamatdrias cronicas.

O DM tipo 2 resulta da secrecéo diminuida de insulina e do aumento da resisténcia a insulina,
afetada por fatores genéticos e ambientais, incluindo a obesidade (Frostegard J et al., 2013).
A obesidade induz hipertrofia do tecido adiposo, aumento da producdo de leptina e ativagao
celular (Esser N et al., 2014). Na obesidade e no diabetes tipo 2, o tecido adiposo induz uma
resposta inflamatéria com participacdo de macréfagos e linfécitos T (Esser N et al., 2014;
Cruz NG et al., 2013). As células TCD8*, TCD4*, Thl e Th17 estimulam a polarizacdo de
macrofagos para macréfagos tipo 1 que se caracterizam pelo perfil inflamatorio. O
desequilibrio entre células ativadoras e moduladoras do sistema imune resulta na producao
elevada de quimiocinas e de citocinas pro-inflamatdrias que aumentam a fosforilacdo da serina
e inibicdo da fosforilacdo da tirosina resultando em resisténcia periférica a insulina (Cruz NG
etal., 2013; Navarro-Gonzalez JF et al., 2008). A despeito do DM esta associado ao aumento
da resposta inflamatoria, a hiperglicemia reduz a funcéo fagocitica diminuindo a migracéo e a
capacidade microbicida dos neutrofilos (Insuela D et al., 2019). Essas alteracbes sao
importantes nas complicacdes da doenca. Pacientes diabéticos tém maior frequéncia de
infeccdes causadas pelo Streptococcus aureus, Haemophilus influenzae e por fungos como a
Candida albicans (Joshi N et al., 1999; Casqueiro J et al., 2012). Com relacdo a infec¢do
causada por agentes intracelulares, 0o DM aumenta a susceptibilidade e modifica a apresentacao

da infeccéo causada pelo Micobacterium tuberculosis (Hodgson K et al., 2015).
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2.3. DIABETES TIPO 2: ALTERNATIVA TERAPEUTICAS

Enquanto o uso da insulina é mandatorio para o controle do DM tipo 1, uma série de drogas
pode ser utilizada no tratamento do DM tipo 2. O controle inicial da doenga exige uma mudanca
no estilo de vida, combinando uma dieta regrada e atividades fisicas regulares. Quando essas
providéncias ndo resultam em reducdo efetiva da hiperglicemia, é necessario o uso continuo de
medicamentos (Ferreira V A et al., 2014). O farmaco de primeira escolha por via oral em
pacientes com diabetes tipo 2 é a metformina, um hipoglicemiante capaz de reduzir a liberacdo
hepética de glicose e aumentar sua captacdo nos tecidos periféricos, diminuindo, assim, a
glicemia (Hasan F M et al., 2014). Entretanto, o exato mecanismo molecular da agéo
hipoglicemiante ainda é desconhecido (Fain J A et al., 2006; Chai T F et al., 2012). Além da
metformina, existem varios antidiabéticos, sendo os mais utilizados a glibenclamida e a
glicazida. E importante destacar que a glibenclamida, uma droga antidiabética, diminui os
niveis de IL-1B ¢ TNF (Carvalho A et al, 2020). Recemente foi mostrado que as células T
CD8* induzem patologia pela ativacdo do inflamassoma (NLRP3) e producdo de IL-1p em
camundongos infectados com L. braziliensis, e os inibidores de NLRP3 reduzem a patologia

(Novais FO et al, 2017).

2.4. ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozodarios do género Leishmania, sendo
a infeccdo humana considerada ocasional. Porém, em muitos casos 0s reservatorios selvagens
ou domiciliares ndo sdo bem documentados. Mais de uma dezena de espécies de leishmania
podem causar doenca no homem sendo a transmissao feita pela picada de flebétomos fémeas.
Mais de 30 espécies de flebtomos podem transmitir as diferentes espécies de leishmania

(Vexenat et al., 1986, Miranda JC et al ,2002). O género Leishmania compreende parasitos
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com um ciclo de vida digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros
vertebrados e insetos vetores, estes Ultimos sendo responsaveis pela transmissdo do agente
infecioso de um mamifero a outro. Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por
varias ordens e espécies, 0s parasitos assumem a forma amastigota, arredondada e imdvel, que
se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario. A medida
que as formas amastigotas vao se multiplicando, os macréfagos se rompem liberando parasitos
que sdo fagocitados por outros macréfagos. Todas as espécies do género Leishmania sdo
transmitidas pela picada de fémeas infectadas de dipteros da subfamilia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Luzomyia —no Novo Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos
flebotomineos as leishmanias vivem no meio extracelular, na luz do trato digestivo. Ali, as
formas amastigotas ingeridas durante o repasto sanguineo se diferenciam em formas flageladas
que sdo morfoldgicas e bioquimicamente distintas das amastigotas (Killick-Kendrick R. et al.,
1991). Com a multiplicacao destas formas, existe perda da fonte de energia, ocasido em que 0s
flebotomos fazem o repasto sanguineo. Nesta fase, as formas promastigotas se transformam em
promastigotas metaciclicas e sdo inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada.

O homem é considerado um hospedeiro acidental das leishmanias e parece ndo ter um papel
importante na manutencdo dos parasitos na natureza. Constitui-se excecdo a Leishmania
donovani, na qual o homem é uma fonte importante de armazenamento do parasito e tem papel
na cadeia transmissora. As leishmanioses que se caracterizam por manifestacdes na pele ou nas
mucosas sdo classificadas como leishmaniose tegumentar (LC) e quando o parasito acomete
diversos 6rgaos, como o bago, medula 6ssea e ganglios linfaticos, é denominada leishmaniose

visceral (LV) (MS 2017).

As leishmanioses foram incialmente descritas na Asia, Africa e Europa. A Leishmania tropica
e a Leishmania major sdo as principais espécies causadoras de leishmaniose cutanea no Velho

Mundo e a Leishmania donovani e a Leishmania infantum as principais especies causadoras da
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LV. A LTA é causada, predominantemente, pelas Leishmania braziliensis e a Leishmania
guyanensis. No entanto, mais de uma dezena de espécies de leishmania podem causar doenga
no homem nas Americas, tais como a L. amazonensis, L. mexicana, L. peruviania, L. infantum,

L. shaw e L. lainsoni. (Desjeux et al, 1992; Lainson et al., 1983).

Na Tabela 1 estdo apresentadas as espécies de Leishmania com as doencas causadas por estes

parasitos no homem e os principais flebdtomos transmissores destes agentes infecciosos.
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Tabela 1. Espécies de Leishmania, Formas Clinicas e Principais Vetores.

Espécies de Leishmania

Forma clinica

Espécies de fleb6tomos

Leishmania infantum

Leishmania infantum

Leishmania donovani

Leishmania tropica
Leishmania major

Leishmania braziliensis

Leishmania amazonensis

Leishmania guyanensis

Leishmania mexicana

LV

LV, LC

LV

LC
LC

LC, LM, LD

LC, LCD
LC, LM

LC, LCD

Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia evansi

Phlebotomus pernicious,
Phlebotomus ariasi,
Phlebotomus tobbi,

Phlebotomus neglectus
Phlebotomus argentipes,

Phlebotomus orientalis,
Phlebotomus martini

Phlebotomus sergenti

Phlebotomus papatasi,
Phlebotomus duboscqi,
Phlebotomus salehi,

Phlebotomus bergeroti

Nyssomyia intermedia,

Nyssomyia whitmani,
Ltzomyia migonei,
Luzomyia wellcomei,

Ltzomyia ovallesi

Lutzomyia flaviscutellata

Lutzomyia umbratilis,
Ltzomyia anduzei, Lutzomyia
whitmani

Lutzomyia olmeca olmeca,
Lutzomyia shannoni,
Lutzomyia diabolica
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a leishmaniose como uma das seis mais
importantes doencas tropicais por sua alta prevaléncia, morbidade e mortalidade. Estima-se a
ocorréncia de 500 mil casos de LV e de cerca de 1 a 1,5 milhdes de casos da LT por ano nos
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) distribuidos em 88 paises (Alvar J et al.,
2012). No Brasil, a LTA tem distribuicdo em todas as regides, sendo mais prevalente nas
regides Norte e Nordeste. Segundo dados do DATASUS, de 2008 a 2018 houve 416.385 casos
de LTA no Brasil, notificados no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN
NET), sendo 343.254 (73.5%) destes concentrados no Norte e Nordeste. Nessas regides,
destacam-se os estados da Bahia e Para com os maiores numeros de casos, 34.894 e 38.204,

respectivamente.

A LC ocorre predominantemente nas areas rurais de florestas e matas e em jovens do sexo
masculino. Entretanto, nas ultimas décadas com as mudancas na ecologia e predominantemente
nas condicdes climaticas, a doenca deixou de ocorrer somente nestas areas, mas também no
peri € no intra-domicilio, e passou a ser observado um aumento no numero de casos em

criancas, mulheres e em idosos (Jirmanus L et al., 2012).

2.5. FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A LC é a forma mais comum de apresentacdo de LTA, ocorre em mais de 90% dos casos em
areas de transmissdo de L. braziliensis e caracteriza-se por uma lesdo papular que evolui para
a Ulcera leishmaniotica. A linfadenopatia regional é uma manifestacdo frequente na doenca
causada pela L. braziliensis e pode ser a primeira manifestagdo da LC (Barral A et al. 1995).

A Ulcera cléssica é caracterizada pela infiltragdo nas bordas da leséo e fundo granuloso.
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A LM caracteriza-se por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores
sendo a mucosa nasal afetada em mais de 90% dos casos (Lessa MM et al., 2008). A forma
classica de LM é secundaria a lesdo cutanea ocorrendo habitualmente apds ou durante o
tratamento da LC. Estima-se que 3% a 5% dos casos de LC desenvolvam lesdo mucosa,
diagnosticado geralmente anos ap6s a doenga cutanea, ou menos frequentemente, concomitante
ou apds algumas semanas da lesdo cutanea. Porém, a lesdo priméaria da mucosa nasal pode ser
documentada (Jones TC et al. 1987). A LM ¢é considerada uma forma grave, agressiva e
hiperégica da LTA. O quadro clinico da doenca mucosa se caracteriza por coriza, obstrugdo
nasal, crosta e, em alguns casos, pode haver presenca de odor fétido. Em cerca de 1% dos casos

de LM, pode haver acometimento apenas da laringe, faringe e da boca (Lessa MM et al., 2008).

A LCD é uma doenca rara e no Brasil estd associada & infeccdo por L. amazonensis. E
caracterizada por lesdes nodulares ndo ulceradas e a histopatologia mostra uma predominancia
de macrofagos com grandes nimeros de formas amastigotas do parasito no seu citoplasma.
Esta apresentacéo clinica esta relacionada com diminuicdo da resposta imune celular (Barral

Acetal., 1995).

A LD é uma forma emergente da LTA que se caracteriza pela presenca de 10 ou mais lesdes
acneiformes, papulares e ulceradas em pelo menos duas partes distintas do corpo ndo contiguas.
O paciente habitualmente apresenta uma lesdo ulcerada classica e subitamente ap6s dias ou
semanas da lesdo priméria, tem um episddio de febre e calafrios seguido do aparecimento das
maltiplas lesdes. O acometimento da mucosa nasal é descrito em até 44% dos casos (Turetz et
al, 2002; Machado PR et al, 2011). E considerada uma forma grave e de dificil manejo

terapéutico (Machado PR et al., 2015).
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Existem também formas atipicas da doenca como as lesdes vegetantes observadas em gestantes
e lesdes grandes como as observadas em pacientes coinfectados com o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) (Guimarées LH et al., 2009; 2016).

Cerca de 10% dos individuos residentes em areas endémicas de L. braziliensis tém evidéncia
de infeccdo, mas ndo apresentam doenga, o que caracteriza a forma subclinica ou inaparente da
infeccdo (Follador et al., 2002; Bittar RC et al., 2007). O diagnostico € baseado em um teste
de hipersensibilidade tardia com antigeno de leishmania positivo ou pela documentacdo da
producdo de IFN-y em culturas de células sanguineas estimuladas com antigeno de leishmania

em individuos sem historico pregresso de LTA (Schnorr D et al., 2012).

2.6. DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE CUTANEA

A LC é definida pela presenca de lesdes exclusivamentes na pele, que se iniciam no ponto de
inoculacdo das promastigotas infectantes, através da picada do vetor. A lesdo primaria €
geralmente Unica, embora eventualmente maltiplas picadas do flebotomineo ou a disseminacao
local possam gerar um numero elevado de lesdes (Marzochi MC. A et al.,, 1992). A
confirmacdo do diagndstico é feita pela documentacdo de amastigotas em andlise
histopatoldgica ou mesmo em raspados da lesdo ap6s coloracdo pelo método de Giemsa, como
no caso de L. guyanensis (Furtado T et al., 1980). No caso da doenca causada pela L.
braziliensis, o diagnostico pode ser comprovado por analise histopatoldgica ou pela

documentacdo de DNA da L. braziliensis por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2.7. RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O controle das infec¢Bes causadas por agentes intracelulares é predominantemente dependente
da resposta imune celular e esté relacionado com a producdo de IFN-y, que € o principal fator
ativador de macréfagos e, consequentemente, estimula a destruigdo do parasita por estas células
(Scottn P et al., 1988). Contudo, em individuos naturalmente resistentes a infeccdo por L.
braziliensis, residentes em area endémicas e com infeccdo subclinica o controle do processo
infeccioso esta associado a resposta imune inata, e se caracteriza por diminuicéo da penetracdo
da Leishmania em mondcitos e maior atividade leishmanicida de macréfagos (Giudice A et

al., 2012; Muniz AC et al. ,2016).

Na LCD, os linfécitos produzem pouco ou ndo produzem IFN-y quando estimulados com
antigenos do parasito (Barral-Netto M et al., 1986; Bonfim G et al., 1996). A auséncia de
resposta imune celular a antigenos de leishmania se associa com lesdes mdaltiplas e nodulares
e com muitos parasitos nos macrofagos (Barral A et al., 1995). Entretanto, pacientes com LC
causada por L. braziliensis produzem concentracfes elevadas de quimiocinas e citocinas
proinflamatdrias incluindo IFN- y, mas esta exuberante resposta Thl ndo impede o
desenvolvimento da doenca. Adicionalmente, esta resposta inflamatoéria exagerada contra o
parasita resulta em dano tecidual e desenvolvimento da Glcera (Unger A et al., 2009; Bacellar
Oetal., 2002).

Com isso, as evidéncias indicam que enquanto a producdo de IFN-y se relaciona com protegao,
a citotoxicidade mediada por células TCD8" esta associada com a patologia. A citotoxicidade
mediada pelas células TCD8" esta relacionada com a intensidade do processo inflamatorio e a
lesdo tecidual (Santos C et al., 2014; Cardoso TM et al., 2015). Mondcitos/macréfagos de
pacientes com LC apresentam uma maior explosdo respiratoria, secretam citocinas pro-

inflamatdérias em concentragcbes elevadas, mas tém uma diminuicdo da capacidade
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leishmanicida em comparacao com células de individuos com infecgéo subclinica e individuos

sadios (Cardoso T M et al., 2015; Carneiro PP et al., 2016).

Além disso, a associacdo do antimonial pentavalente, principal droga recomendada no Brasil
para tratamento das leishmanioses, com drogas que diminuem a resposta inflamatoria como a
pentoxifilina ou o fator de estimulagdo de col6nia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) é
mais eficaz que o antimonial isoladamente e cura pacientes refratarios ao antimonial (Almeida

RP et al., 2005; Lessa HA et al., 2001).

Estes dados mostram que a resposta imune a infec¢do por L. braziliensis se relaciona com
controle da doenca, mas também com a leséo tecidual. Embora a énfase seja dada ao papel da
resposta imune na patogénese das leishmanioses, ndo ha duvida que o parasito tem um papel
de grande relevancia na determinacdo da gravidade da doenca e na resposta ao tratamento. A
L. braziliensis € polimdrfica na area endémica de Corte de Pedra e diferencas genotipicas entre
isolados da mesma espécie se associam com diferentes formas clinicas da LTA (Schriefer et
al., 2004; Queiroz A et al., 2012). O antigeno soltvel de leishmania produzido com isolados
de pacientes com a forma disseminada da doenca induz maior producao de TNF e de IFN-y que
antigenos preparados com isolados de pacientes com LC (Leopoldo PT et al., 2006). A
regulacdo da resposta imune tem um papel fundamental na homeostasia do sistema
imunolégico e participam desta regulacdo macréfagos, linfocitos T, linfocitos B, células

dendriticas e citocinas reguladores da resposta imune.

Nos pacientes com LTA tem sido documentado um defeito na modulacgéo da resposta imune.
Comparado com individuos sadios, a modulacéo da resposta imune exercida pela IL-10 e
TGF-B é menor em pacientes com LC e com LM (Bacelar O et al., 2002). Esse defeito na

modulacdo da resposta imune € mais evidente na LM do que na LC e a menor frequéncia e
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intensidade da expressao do receptor para IL-10 em pacientes com LM pode explicar a resposta

imune mais exacerbada na LM do que na LC (Farias DR et al., 2005).

2.8 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

O antimonial trivalente foi a primeira droga a ser usada no tratamento das leishmanioses e
durante mais de 50 anos os antimonios pentavalentes foram as Unicas drogas usadas no
tratamento dessa doenca. A dose recomendada de antimonial pentavalente para tratamento da

LC é de 20mg/Sh"/Kg/dia por 20 dias. As principais drogas no mercado sdo o Glucantime®

(Sanofi Aventis), que é o antimoniato de meglumina e o Pentostan® (Gontijo B et al., 2003).

A droga recomendada de primeira escolha pelo Ministério da Satide do Brasil é o Glucantime®.
A administracdo é predominantemente por via endovenosa, mas em criancas a via
intramuscular pode ser usada. Se ndo houver cura apés 90 dias de inicio do tratamento, o
Glucantime deve ser usado na mesma dose, mas por 30 dias. Em caso de nova falha ao
tratamento, a droga de segunda escolha é a anfotericina B. A anfotericina B é mais eficaz que
0 antimonial pentavalente, mas seu uso é limitado pelo custo elevado, necessidade de
internacdo hospitalar e a toxicidade principalmente por causar insuficiéncia renal (Neves LO
et al., 2011). Varias outras drogas como a pentamidina e a aminosidina tém se mostrado
eficazes no tratamento das leishmanioses (Gonzalez U et al., 2009), mas também pelas reac6es
adversas estas drogas tém uso limitado. Varias drogas de uso oral tém sido testadas no

tratamento da LTA com resultados contraditorios.

Recentemente, em um estudo aberto e ndo controlado e com a utilizacdo de diferentes doses, o

Fluconazol foi eficaz no tratamento da LC causada por L. braziliensis (Sousa AQ et al.,
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2011). Entretanto, em um estudo randomizado com a utiliza¢do do Fluconazol na dose (6,58,0
mg / kg /durante 28 dias), a falha terapéutica foi observada em (78%) de pacientes com LC
(Prates FV et al., 2017). A miltefosina é a Unica droga oral recomendada para o tratamento
das leishmanioses. A miltefosina € uma droga antitumoral e foi utilizada com sucesso no
tratamento da LV na india (Sundar S et al., 2013), e na LC causada por L. braziliensis e por
L. guianensis (Machado PM et al., 2010; Chrusciak-Talhari A et al., 2011, Peixoto F et al.

2020).

Pacientes com LV causadas pela L. donovani, L. infantum e a L. aethiopica tém sido tratados
com a Anfotericina B na sua forma lipossomal, com menor toxicidade associada a terapia,
reducdo no tempo de hospitalizacdo e no tempo de cura da doenca, além de taxa de cura mais
elevada, em comparacdo com antimonial pentavalente (Minodier & Parola et al., 2007;
Solomon et al., 2007; Wortmann G et al., 2010). A anfotericina B liposomal tem sido pouco
utilizada na LC mais sua eficacia em pacientes com LC, LM e LD refratarios a antimonial
pentavalente tem sido bem documentada (Minodier & Parola, 2007; Solomon et al., 2007;
Wortmann G et al., 2010). O alto custo desta medicacdo é o principal fator limitante deste
tratamento em paises pobres, onde a leishmaniose é mais endémica (Minodier & Parola, 2007,

Solomon et al., 2007; Wortmann G et al., 2010).

2.9 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA EM DIABETICOS

Existe uma caréncia de estudos sobre a influéncia do DM nas leishmanioses. Recentemente foi
publicado um relato de caso com trés pacientes residentes no Marrocos que apresentavam
concomitantemente LC e DM (Chiheb S et al., 2012). O Marrocos é uma area de transmissao
de L. major, mas ndo foi documentado neste relato a espécie da leishmania causadora de

doenca. Um destes trés pacientes apresentava lesdo vegetante, ou seja, uma forma atipica da
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LC (Chiheb S et al., 2012). Ndo houve também informacéo sobre a droga utilizada para
tratamento e a resposta terapéutica. Recentemente foi mostrado que o DM induz um perfil pro-
inflamatdrio e eleva a producéo de LTB4 em pacientes com leishmaniose cutanea, o que pode
prejudicar o processo de cicatrizacdo da leséo e a capacidade de eliminar o parasita (Silva | B
etal., 2020). Tanto as alteragdes na resposta imune inata quanto a resposta adaptativa observada
no DM podem facilitar ou tornar mais grave a infeccdo causada pela leishmania.
Alternativamente, a reducdo da resposta inflamatoria induzida pelos hipoglicemiantes orais
como a glibenclamida poderia atenuar o dano tecidual e tornar a leishmaniose mais branda e
com melhor resposta ao tratamento em diabéticos do que em ndo diabéticos. Desta forma, como
na LTA a resposta imune pode contribuir tanto para o controle da infecgdo como resultar em
dano tecidual, a doenca em diabéticos poderia ser tanto mais grave como mais atenuada, na
dependéncia da resposta imunoldgica desenvolvida contra o parasito e da resposta imune
patologica. Neste trabalho, avaliamos a influéncia do diabetes mellitus nas manifestacdes
clinicas, resposta imune e na resposta ao tratamento de pacientes com leishmaniose cutanea
causada pela L.braziliensis. Os resultados deste estudo podem ajudar a preencher uma
importante lacuna no conhecimento acerca da influéncia do diabetes e seu tratamento na

leishmaniose tegumentar.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se 0 DM modifica as manifestacBes clinicas, a resposta imune e a resposta ao

tratamento da LC causada pela L. braziliensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar o tipo, numero, tamanho e localizacéo da lesdo em pacientes com LC com ou
sem DM.
2. Comparar a os aspectos histopatologicos das lesbes de pacientes com Leishmaniose

cutanea causada por L. braziliensis e portadores ou ndo de Diabetes Mellitus

3. Avaliar se o DM modifica a resposta terapéutica ao antimonial pentavalente em

pacientes com LC.
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4. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1. CASUISTICA

No periodo de janeiro de 2017 a junho de 2020, foram atendidos na Unidade de Satde de
Corte de Pedra, centro de referéncia para diagnostico e tratamento de LTA, 2.619
pacientes com LC, e desses, 152 eram diabéticos. Os critérios de inclusdo foram
diagnosticos confirmado de LC, sexo e idade entre 18 e 60 anos e duracdo da doenca
entre 20 e 60 dias. Com base nesses critérios participarm do estudo 36 pacientes com DM
e LC e 36 com LC sem DM, atendidos no Posto de Satde no mesmo dia que os diabéticos

pareados por idade (x5 anos).

Todos os participantes deste estudo tiveram conhecimento, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) e o projeto teve aprovacéao do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade Federal

da Bahia, aprovado em 20-12-2012- Cadastro 25/12.

4.2. CALCULO AMOSTRAL

O célculo amostral foi inicialmente baseado nos dados da nossa area endémica, a falha
terapéutica em pacientes com leishmaniose cutanea do dia 90 ocorre em cerca de 50%
dos casos e estimando-se que nos diabéticos a falha seria observada em 85% dos
pacientes, com um poder de 80% e significancia de P<0.05, 60 pacientes (30 por grupo)

foram necessarios para realizacdo do estudo.
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4.3. LOCAL DO ESTUDO

O povoado de Corte de Pedra esté localizado a 280 km a sudeste de Salvador, capital do
estado da Bahia (Figura 1). A importancia desta regido como uma &rea endémica de LTA
e de transmissdo de L. braziliensis € conhecida hd mais de 40 anos. O Centro de referéncia
para LTA, foi criado ha cerca de 33 anos em Corte de Pedra, municipio de Presidente

Tancredo Neves e atende a pacientes de 20 municipios, compreendendo 9.935 km? com

uma populacdo de 454.000 habitantes.

2

Figura 1: Mapa do estado da Bahia. Em vermelho, a 4rea endémica de Corte de Pedra.
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4.4. DEFINICAO DE CASOS E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Todos os pacientes que procuram o Centro de Referéncia foram submetidos a uma
anamnese e exame fisico. A histdria prévia de leishmaniose, duracdo da doenca, numero
e tamanho das les@es, localizacdo das Ulceras, bem como a presenca e o tamanho dos
linfonodos satélites foram computados. A definicdo de casos para o presente estudo foi
presenca de uma a trés lesdes cutaneas ulceradas com duragdo da doenca entre 15 e 60
dias, e diagnostico confirmado pela documentacdo do DNA do parasito pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou documentacdo de formas amastigotas em
estudos histopatoldgicos de tecidos biopsiado de lesdo. Os pacientes com LC e DM
tiveram hemoglobina glicada >6,5% e glicemia de jejum >126mg/dL ou pos-prandial de
>200mg/dL. Foram utilizados como critérios de exclusdo pacientes que apresentaram LM
ou LD e pacientes com insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, cardiopatas e

individuos infectados pelo HIV.

4.5. EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE L. BRAZILIENSIS E PCR EM

TEMPO REAL

As bidpsias utilizadas para confirmacdo da doenca foram coletadas a partir da borda da
lesdo do paciente e armazenadas em tubos eppendorfs de 1,5mL, contendo RNA later
(Thermo Fisher, Inc.). A partir desta etapa, 0 DNA gendmico foi extraido, utilizando o
kit de extracdo DNA Purification Kit - Promega® e, em seguida, armazenado a -20°C.
Ap0s a obtengdo do DNA gendmico, ensaios RT-PCR foram realizados. A determinagéo

de espécies de Leishmania foi realizada por ensaios utilizando Custom TagMan Gene
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Expression Assay® (Applied Biosystems Inc., EUA), utilizando a sequéncia do iniciador

baseada em KDNAZ3, especifica para L. (V.) braziliensis (Weirather JL et al., 2011).

4.6. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

A bidpsia da borda da lesdo foi realizada com “punch” de 4mm apos anestesia local, € o
fragmento obtido foi acondicionado em tubos eppendorfs com solugdo de formol a 10%
e encaminhado ao laboratério de histotecnologia do Instituto Gongalo Moniz-

FiocruzBahia para anélise histopatolégica.

4.7. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

O estudo imuno-histoquimico das bidpsias de pele foi realizado no LAPEC do Instituto

Gongalo Moniz-Fiocruz-Bahia. Foram utilizados anticorpos para macrofagos
(antiCD68), para linfécitos B (anti-CD20), células TCD8", (linfécitos TCD8*) e
Granzima B. Resumidamente, apds o blogueio da atividade da peroxidase com peroxido
de hidrogénio a 3% por 10 minutos e bloqueio das proteinas com Protein Block
SerumFree (DAKO, Carpinteria, CA, EUA) por 15 minutos, as laminas foram incubadas
durante a noite a 4°C com anticorpo monoclonal anti-CD20, anti-CD68, anti-CD56, anti-
CD4, anti-CD8 e anti-granzima B (DAKO, Carpinteria, CA, EUA). Mouse and Rabbit
Peroxidase Kit / Horseradish Peroxidase KP500 (Diagnostic Bio-Systems, Pleasanton,
CA, EUA) foram usados para realizar as reacOes de acordo com as recomendacdes do

fabricante.
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4.8. AVALIACAO IMUNOLOGICA

Foram coletados 30ml de sangue de pacientes com LC com e sem diabetes em tubos
heparinizados no dia 0. As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram
separadas através do gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque (GE Healthcare
BioSciences AB, Sweden) por centrifugacdo (400 G). As CMSP foram lavadas duas
vezes em solugdo salina (NaCl 0,9%) e ressuspensas na concentragio de 3x10°ml em
meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e gentamicina
(0,5mg/mL) (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA). As CMSP foram cultivadas
em placas de 24 pogos na presenca e/ou auséncia do antigeno de sollvel de leishmania
5ug/ml durante 72 horas a 37°C e 5% de CO.. Ap0s esse periodo, os sobrenadantes foram
colhidos e armazenados a -70°C. A producdo de IFN-y, TNF, CXCL10 e IL-1B foi
determinada pela da técnica de ELISA “sandwich” com reagentes da R&D Systems,

(Minneapolis, MN).

4.9. TRATAMENTO

Todos os pacientes foram tratados com Glucantime®, Sanofi Aventis, Brasil na dose 20
mg/Kg/dia por 20 dias. A falha terapéutica foi definida pela auséncia de cicatrizagéo da
lesdo apds 90 dias do inicio do tratamento ou presenca de bordas elevadas e infiltradas

em ulcera cicatrizada.
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4.9.1. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados nas fichas clinicas foram registrados em um banco de dados. Os dados
da idade sdo apresentados como média = DP e as demais varidveis continuas séo
apresentadas como medianas e intervalo de confianga. Como a amostra ndo apresentava
distribuico normal, a anélise estatistica foi realizada com testes ndo paramétricos, exceto
no caso de idade que foi utilizado o teste T de Student. Os dados categéricos foram
comparados utilizando o teste exato de Fisher, e para variaveis continuas foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. Esse teste também foi usado para avaliar as diferencas entre
concentracdes de citocinas entre os dois grupos. Um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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Tabela 2: TABELA CRONOLOGICA DE PROCEDIMENTOS

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Exames clinicos X X X X
Foto da leséo X X X X
Resposta imune X
Bidpsia X
Teste glicémico X X X X
Resposta terapéutica X X X
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5. RESULTADQOS
As caracteristicas clinicas e demograficas dos 36 pacientes com LC + DM e dos 36

controles de LC sem DM sao mostradas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas Demogréaficas e Clinicas de Pacientes com Leishmaniose
Cutanea com ou sem Diabetes Mellitus

Caracteristicas Demograficas e Clinicas Diabetes N=36 Na&o Diabetes N=36  Valor P

Idade (média £ SD) 49+ 12 39+13 0.01
Género # feminino (%) 23 (64%) 20 (56%) ns
Duracéo da doenca (dias) (mediana,Cl) 35 (34-51) 40 (36-47) ns
Frequéncia de lesdes acima da cintura 13 (36%) 8 (22%) ns
NUmero de lesdes (média /DP) (1,5£0.7) (1,3£0.7) ns
Mais de uma leséo 15 (42%) 6 (17%) ns
Presenca de lesdes atipicas (%) 13 (36%) 0 (0%) P<0.0001
T Tamanho da leséo principal (mm) (mediana,Cl) 20 (17-31) 19 (18-24) ns
Diametro da leséo principal (mediana,Cl)mm 185 (215-712) 246 (247-465) ns
Frequéncia de linfadenopatia (%) 17 (47%) 20 (56%) ns
Cura em 60 dias (%) 14-(39%) 17-(47%) ns
Cura em 90 dias (%) 24-(67%) 20-(56%) ns
Falha terapéutica ao antimonial (%) 12- (33%) 16-(44%) ns
Tempo de cura (dias) (mediana,CI) 80- (69-96) 83-(74-116) ns

Dados registrados por ocasido da entrada dos pacientes no estudo ns nao significante, Cl intervalo de confianca.
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Consideramos o pareamento de sexo, ndo houve diferenca nos dois grupos com relacéo a
essa variavel. Também ndo houve diferenca com relacdo as outras variaveis clinicas como
duracdo da doenca, tamanho de lesdo e localizacdo das lesdes, numero de lesdes. A cura
foi definida por cicatrizagdo completa da lesdo e reepitelizacdo da pele na auséncia de
bordas elevadas nos dias 60 e 90 apds inicio do tratamento. Falha terapéutica foi definida
pela documentagdo de lesdo ativa ou Ulcera cicatrizada, mas com bordas elevadas. N&o
houve diferenca na resposta terapéutica nos dois grupos de pacientes. Houve diferenca
estatistica com relacdo a idade e a presenca de lesdes atipicas nos pacientes com LC +

DM quando comparados com o grupo controle.

Em todos os casos foram obtidas informacgdes a respeito das drogas utilizadas para
controle do diabetes por ocasido do aparecimento da Ulcera, possiveis fatores envolvidos
no desencadeamento da doenca e a glicose sanguinea expressa mg/dL foi medida nos dias
0, 30, 60 e 90. Com a finalidade de avaliar se a glicemia interferia na cura da doenca foi
avaliada a existéncia de correlacdo entre a glicemia no sangue no dia 0 e o tempo de cura

a doenca (Figura 2).
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Figura 2. Correlagéo entre a Glicemica no dia 0 e Tempo de Cura.
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Como mostra a Figura 2, ndo houve correlagdo entre a concentracéo de glicose sanguinea

e 0 tempo de cura, sugerindo que a taxa de agucar ndo interferiu na falha terapéutica.

Com relacdo ao tipo de droga utilizada para tratamento do DM, dos 36 pacientes
diabéticos, sete usavam insulina, 15 usavam glicazida, 13 usavam glibenclamida e um
usava glimeperida. Cerca de 22 pacientes usavam metformina isoladamente ou em
associacdo com um desses hipoglicemiantes orais acima citados. Ndo encontramos
associacdo entre a glicemia e resposta ou falha terapéutica. Por exemplo, em 14 pacientes
com glicemia acima de 300 no dia zero, 5 (36%) falharam ao tratamento. Dos 22 pacientes
com glicemia abaixo de 299, seis (27%) nao tiveram resposta ao antimonial. Tambem
ndo encontramos relacdo entre o desfecho do tratamento com o tipo de droga utilizada

para o controle do diabetes.
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A analise histopatologica foi realizada em oito pacientes com LC e DM e em 10 pacientes
LC sem DM e o estudo imunohistoquimico em sete pacientes de cada grupo. Os principais

achados histopatologicos dos pacientes com LC com e sem DM sdo apresentados na

Tabela 4.
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Tabela 4. Analise Histopatoldgica das Lesdes de Pacientes com Leishmaniose
Cuténea com ou sem Diabetes.

Analise Histopatoldgica LC (n=10) LCDM (n=8)n pvalor
n (%) (%)

Anélise da epiderme

Acantose 6 (60) 6 (75) 0.60
Crosta fibrinoleucocitaria 5 (50) 2 (25) 0.36
Espongiose 3 (30) 1(12.5) 0.58
Exocitose 2 (20) 1(12.5) 0.9
Hiperceratose 9 (90) 5 (62.5) 0.27
Hiperplasia 4 (40)° 5 (62.5)° 0.9

Anélise da derme

Inflamacdo difusa 7 (87.5) 0.44
10 (100)
Infiltrado neutrofilico 0(0) 2 (25) 0.18
Focos de necrose 10 (100) 4 (50) 0.02
Fibrose 2 (20) 3(37.5) 0.60
Vasculite 0 (0) 2 (25) 0.18
Granuloma 1(10) 0 (25) 0.99
Amastigotas de Leishmania sp. 10 (100) 6 (75) 0.18

a. Ficher’s exact test,
b. Analise com 5 pacientes
c. Analise com 6 pacientes

N&o houve diferenca na maioria dos achados que sdo habitualmente observados em
pacientes com LC, como acantose, hiperceratose e hiperplasia da epideme, formacdo de
granuloma e nimero de amastigotas. Porém, enquanto focos de necrose foram observados
em todos os pacientes com LC sem DM, esse achado foi documentado em somente 50%

dos pacientes com LC e DM (P<0.05).
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A frequéncia de células CD8*, CD20* e CD68" e a frequéncia de células expressando

granzima B sdo mostrados da Figura 3.

Analise Fendtipica do Infiltrado Celular e da Expresséo de Granzima B em

Bidpsias de Pacientes com Leishmaniose Cutanea com e sem Diabetes
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Figura 3. Avaliacdo imunofenotipicoa do infiltrado in situ. Quantitativo de células
imunomarcadas por IHQ para CD68+ (A), CD20+ (B), CD8+(C) e Granzima B+ (D). ns: ndo

significante; teste Mann Whitney (p>0.05). * Mann-whitney p= 0.02.

Enquanto ndo houve diferenca na frequéncia de células expressando CD20" (linfécito B) e
CD68" (macro6fagos), Figuras 3A, 3B, houve uma diminuicdo na frequéncia de células de

CD8+ em pacientes com LC e DM (Figura 3C), (p <0.05).

A principal diferenca, do ponto de vista clinico dos pacientes com e sem DM, foi a presenca
de Ulceras atipicas que foram observadas em 36% dos pacientes com DM. Diferente da leséo
classica da LC, habitualmente representada por uma Ulcera oval ou circular com bordas
elevadas e bem delimitadas, nos pacientes diabéticos com lesdes atipicas, as Ulceras eram
superficiais ou rasas e com bordas mal definidas. As caracteristicas clinicas dos 13 pacientes
com DM e lesdes atipicas e de 23 casos de DM com Ulceras classicas sdo mostradas na Tabela

5.
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Tabela 5: Caracteristicas Demograficas e Clinicas de Pacientes com Diabetes
mellitus com Les6es Atipicas, Tipicas e Controles com Leishmaniose Cutanea sem
Diabetes.

Caracteristicas Clinica Demogréfica AtipicaN2=13  TipicaN2=23 Controle N2=36  Valor P

Idade (média + SD) 48+14 50+11 39+14 0.0003**
indice de Massa Corporal (mediana, (IC) 27 (26-29) 26 (24-28) 26 (26-30) Ns
Duracéo da doenca (dias) (mediana, (IC) 35 (27-55) 40 (33-51) 40(36-46) Ns
Numero total de lesdes (média = DP) 1 (1.06-1.8) 1(1.25-2.13) 1(1.07-1.53) Ns

Area total da lesdo (mediana, (IC) 300 (121-1480) 154 (165-380) 246 (247-464) 0.02
Frequéncia de lesdes acima da cintura 6 (46%) 7 (26%) 8 (22%) ns
Frequéncia de pacientes com linfadenopatia 5 (38%) 12 (52%) 20 (53%) Ns

Concentragdo de agucar no sangue (mediana, (IC) 238 (201-301) 293 (258-349) 98 (101- 118) 0.0001

Taxa de falha Terapéutica 9 (69%) 3 (13%) 16 (44%) 0.0017x=

Tempo de cura (dias) (mediana, (IC) 115-(74-127) 68-(55-90) 83-(74-116) Ns

Dados registrados por ocasido da entrada dos pacientes no estudo ns nao significante, Cl intervalo de confianca.
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N&o houve diferenca entre os grupos atipicos e tipicos com relagdo a idade, ao sexo, a duracao
da doenca, ao numero, e nem com relacdo a presenca de linfadenopatia e a concentracdo da
glicemia. Enquanto nos pacientes com lesdes atipicas, o tamanho das lesfes era maior, a
glicemia foi de 235 (201-301), nos pacientes com les@es tipicas a mediana da glicemia foi de
293 (258-349), no grupo controle de LC foi de 98 (101118). Em adicéo a concentracdo sérica
da glicose, ndo houve também influéncia com relacéo ao tipo de diabetes nos pacientes com

lesBes atipicas e classicas.

O DM tipo 1 foi observado em 3 (25%) dos 13 pacientes com a forma atipica e em 4 (20%)
dos 23 pacientes com lesdes classicas. Também ndo observamos qualquer relacdo entre a
ocorréncia de lesdes atipicas e classicas com o tratamento utilizado para o DM. Contudo, as
lesBes atipicas foram associadas com falha ao tratamento, desde que falha ao tratamento com
antimoniato de meglumina foi documentada em 69% dos pacientes com lesdes atipicas, em
13% dos pacientes com lesdes tipicas e em 44% dos pacientes controles com LC e sem DM.
Em virtude da maior falha terapéutica, o tempo de cicatrizacdo nas lesbes foi maior nos

pacientes ulceras atipicas, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significante.

A producdo de citocinas em sobrenadantes de células mononucleares estimuladas com
antigeno soltvel de leishmania em pacientes com DM com leses atipicas € em pacientes com

lesBes classicas é mostrada na Figura 4.
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CMSP de pacientes com DM com lesdes atipicas, tipica e classicas foram estimuladas com antigeno soltvel de leishmania (Sug/ml) por 72
horas. A produgio de citocinas e quimiocina foi determinada através da técnica imunoenzimatica (ELISA) e os valores expressos em pg/ml.
Os dados sio representados como mediana e intervalo interquartil.

A producgéo de IFN-y, TNF e IL-1p em pacientes com DM com ulceras atipicas foram 978-
(571-1083) pg/mL, 103-(737-1399) pg/mL e 364-(54-418) pg/mL, respectivamente foi maior
(P<0,05) do que nos diabéticos com Ulceras tipicas 530 (118796) pg/mL, 156 (20-792) pg/mL
e 4 (0-61) pg/mL, respectivamente. Foi também avaliada a producdo de citocinas em
sobrenadantes culturas de células mononucleares estimulados com antigeno soltvel de
leishmania nos pacientes com LC sem DM (controles). Tanto a produc¢éo de INF-y como a de
[I-1 B maior nos pacientes com LC sem diabetes 1486 (787-2152) pg/ml e 45 (3-193) pg/ml
respectivamente foi maior nés ndo diabéticos do que em pacientes LC + DM com Ulceras

tipicas, P <0,01. Nao houve diferenca na producdo de TNF e CXCL-10 entre os 2 grupos.

A Figura 5 mostra as lesdes de 6 pacientes com diabetes e leishmaniose cutanea, sendo trés
pacientes com ulceras atipicas e trés com ulceras classicas.

Figura 5: Ulceras Atipicas em 6 Pacientes e Ulceras Classicas em 3 Pacientes com

Diabetes.
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As lesdes 1 a 6 sdo lesBes atipicas caracterizadas por Ulceras superficiais com bordas largas e mal
delimitadas em membros superiores em trés pacientes do sexo feminino com DM e LC antes do
tratamento. As lesdes classicas (Figuras 7, 8 e 9) sdo caracterizadas por Ulceras bem delimitadas
com bordas elevadas nos membros inferiores de pacientes com DM e LC antes do tratamento,

sendo um paciente do sexo feminino e dois do sexo masculino,

A Figura 6 mostra a evolucdo de uma lesdo atipica de um paciente com LC com DM que apresentou

falha terapéutica.
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Figura 6. Evolugdo da Lesdo de um Paciente com Lesdo Atipica e Falha Terapéutica.

DIAO DIA 30 DIA 60 DIA 90 DIA 120

Paciente de 42 anos de idade com DM e LC. A lesdo tinha 45 dias de evolucdo, com tamanho de
55x22mm no dia 0 do tratamento. A lesdo teve uma leve melhora no dia 30, mas no dia 60 essa

lesdo evoluiu com piora, e a cura s6 foi documentada no dia 120 ap6s o tratamento.
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que o DM aumenta a susceptibilidade e a gravidade das infecgdes causadas por
bactérias extracelulares e por fungos (Geerlings SE et al., 1999), mas o DM é considerado
uma doenca inflamatdria e as complicacfes da doenga, como a retinopatia diabética, estdo
associadas a um aumento na secrecao de citocinas pro-inflamatdrias (Gomes BF et al., 2019).
Entretanto, existe uma caréncia de informacdes sobre a influéncia do DM na apresentacdo
clinica e na resposta terapéutica de pacientes infectados pelo protozoario leishmania. No
presente estudo, avaliamos se 0 DM modifica a apresentacdo clinica da LC causada por L.
braziliensis, o agente causal mais importante da leishmaniose tegumentar na América do Sul
e Central. Embora tenhamos constatado que a glicemia, o tipo de diabetes, assim como a
terapia utilizada para o diabetes ndo influenciou na gravidade da LC ou na resposta ao
tratamento, observamos que 36% dos pacientes com DM e LC apresentavam lesGes atipicas,
com bordas planas e mal delimitadas. Esses pacientes tiveram um aumento na resposta

imunologica inflamatdria e tiveram uma alta taxa de falha terapéutica.

Quando comparamos a apresentacao clinica e a resposta ao tratamento de 36 pacientes com
LC e DM com LC versus 36 casos de LC sem DM, nédo detectamos diferenga entre 0s grupos
na duracdo da doenga, nimero de lesdes, tamanho da maior lesdo, frequéncia de linfadenopatia
satélite, taxa de cura e tempo de cura, sugerindo nao haver influéncia importante do DM na
LC. Porém, algumas diferencas foram observadas entre os dois grupos. Apesar da tentativa de
parear 0s pacientes quanto a idade e ao sexo, 0s pacientes diabéticos eram mais velhos do que
aqueles sem DM. Além disso, enquanto em uma analise retrospectiva dos casos de LC
ocorridos num periodo de 20 anos no mesmo posto de salde onde foi realizado o presente

estudo, mostrou que entre 781 pacientes com LC (68%) eram do sexo masculino (Jirmanus
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L et al., 2012), nos pacientes diabéticos apenas 36% eram do sexo masculino. Ou seja, nos

diabéticos a LC estava relacionada com a idade e o género.

A predominancia do sexo masculino entre os pacientes com LC é principalmente atribuida ao
fato do homem ser mais exposto devido a exercer com maior frequéncia atividades na
agricultura. D& apoio a associacdo entre exposi¢do e o género a observacao que em criangas a
frequéncia de LC é semelhante nos géneros masculino e feminino (Suprien C et al., 2020). E
possivel que as limitacdes causadas pela doenga, fagam com que os diabéticos exercam menos
atividades na lavoura, e por isso a ocorréncia da LC no sexo masculino seja menor nos
diabéticos do que na populagdo geral com LC. Alternativamente a maior frequéncia de
mulheres entre os diabéticos pode ter sido devida ao fato do DM  ocorrer mais no sexo

feminino.

A elevacdo da glicemia tem sido associada a mortalidade causada por diversas doencas. Em
um estudo prospectivo em pacientes internados em uma unidade de terapia intensiva, a morte
em pacientes com glicemia capilar superior a 180mg/dL foi de 17,7%, em comparacdo com
2,8% em pacientes com glicemia normal. (Leite SA et al., 2010). Em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva cronica, a taxa de obito durante as fases de exacerbacdo da doenca foi
associada com elevacdo da glicemia (Baker E H et al., 2006). Em nosso estudo, nédo
observamos associacdo entre a elevacdo do aglcar no sangue com a gravidade da LC e ndo
detectamos correlacdo entre a glicemia e o tempo de cicatrizacdo da Ulcera. Além disso, em
pacientes com diabetes tipo 1 que, além de apresentar concentracGes elevadas de agucar no
sangue, tem habitualmente comprometimento do estado nutricional (Gross J L et al., 2002),
ndo observamos alteragdes na apresentacao clinica ou na resposta ao tratamento da LC. Esses
dados mostram que a concentragdo sérica da glicose néo interferiu na apresentacdo nem na

resposta ao tratamento da LC.
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Tem sido documentado que o DM diminui a quimiotaxia, a fagocitose e a morte de bactérias
por neutrdfilos e estd associado ao aumento da suscetibilidade a infeccBes bacterianas
(Geerlings SE et al., 1999). Os neutrdfilos sdo as primeiras células a migrar para o local de
penetracdo da leishmania (Peters NC et al., 2008) e os neutréfilos sdo capazes de matar a
Leishmania donovani (Chang KP et al., 1981; Pearson R (Rafeh Oualhaetal., 2019; Muller
Ketal., 2001), no entanto, na LC causada por L. braziliensis, apesar dos neutrofilos terem um
perfil inflamatorio, a capacidade de matar a Leishmania é limitada (Conceicéo J et al., 2016).
Embora estudos também mostrem que a interagdo de neutrofilos com macréfagos podem
alterar a sobrevida intracelular da Leishmania. e que os neutréfilos tem impacto no desfecho
da infeccdo por L. major em camundongos (Charmoy M et al., 2007), a documentagéo que
o0 DM e a concentracdo de acucar no sangue ndo modificam a apresentacdo da LC ndo dao
apoio a um importante papel da glicemia e da funcdo neutréfilos no desfecho de pacientes de

com LC e DM.

Embora os neutrofilos participem da resposta inflamatdria nos periodos iniciais da infeccédo
causada pela Leishmania, os macréfagos e ndo os neutrofilos, sdo as principais células que
abrigam a Leishmania e também sdo as principais células associadas com a morte desse
parasito e o controle da infeccdo. Em relacdo as infeccBes causadas por agentes intracelulares,
a associacao mais estudada com o DM é a tuberculose. O DM aumenta o risco de infecgédo por
Mycobacterium tuberculosis e o desenvolvimento de tuberculose mais grave (Hodgson K et
al., 2015). Também foi demonstrado que o0 DM diminui a expressao de I1L-37 e o controle da

infecgé@o por M. tuberculosis (MontoyaRosales A et al., 2016).

Nos diabéticos houve também uma producdo diminuida de IL-6, IL-10, I1L-12, MCP-1,
RANTES e CXCL9 por mondcitos infectados com o M. tuberculosis e uma capacidade

diminuida de mondcitos para matar o M. tuberculosis (Nallely Lopez- Lopez et al., 2018). Na
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verdade, na analise histopatoldgica do tecido de ulceras de pacientes com LC e DM, ndo houve
alteracdo na frequéncia de macrofagos e aumento da carga parasitaria. Recentemente foi
observado que in vitro 0 aumento na concentracdo de glicose leva uma menor capacidade de
destruicdo da leishmania (Silva et al., 2020). Contudo, no presente estudo ndo tivemos
evidéncia que a glicemia interfirrisse com a persisténcia do parasito e consequentemente falha
terapéutica. Também ndo observamos uma maior carga parasitaria nas biopsias de pacientes

diabéticos com os sem diabetes.

Os principais achados na andlise das Ulceras nos dois grupos de pacientes foram uma
diminuicdo na frequéncia de necrose e na frequéncia de células T CD8" em pacientes com LC
e DM. Recentemente, tem sido dada énfase ao papel das células T CD8" na patologia da LC
causada por L. braziliensis. As células CD8" podem ser inflamatorias, citotdxicas e
regulatérias e na LC as células CD8" sdo predominantemente citotoxicas (Cardoso et al.,
2015). Essas células, quando cultivadas com macréfagos infectados por

L. braziliensis, ndo tém acdo leishmanicida, mas destroem os macréfagos infectados (Cardoso
et al., 2015). Camundongos depletados de células CD8" infectados com L. braziliensis tém
uma lesdo mais branda e ndo desenvolvem lesfes metastaticas (Novais FO et al., 2017).
Estudos tém mostrado que as células CD8* ao destruir células infectadas ou células
apresentando antigenos de leishmania, ativam o inflamossoma e aumentam a producéo de IL-
1B e essa resposta inflamatéria tem papel importante na patogénese da LC. Dessa forma, ¢
possivel que a reducdo do namero de células CD8+ nas dos pacientes diabéticos com lesbes

tipicas, tenha contribuido para a doenca ser mais branda nos diabéticos.

Um achado relevante no nosso trabalho foi a documentagdo que o DM pode modificar a
apresentacdo clinica da LC com o aparecimento de lesGes atipicas associadas com uma

diminuicgdo da taxa de cura a terapia com antimoniato de meglumina. A capacidade do DM de
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modificar a apresentacdo clinica da LC esta de acordo com um relato recente de um paciente
que teve LC devido a L. major e apresentou lesdes vegetantes (Chiheb S et al., 2012).
Entretanto, no nosso estudo, a lesdo atipica era predominantemente plana, geralmente grande,
com bordas mal definidas e em metade dos casos, localizada acima da cintura pélvica. Lesdes
atipicas sdo bem descritas em pacientes com LC (Guimaraes

L Hetal., 2009; Meireles et al., 2017). Em pacientes com leishmaniose cutanea difusa (LCD),
que no Brasil é causada pela L. amazonenses, 0s pacientes apresentam lesdes nodulares, em
vez de lesGes ulceradas, com grande nimero de formas amastigotas em macrofagos. Esse
quadro pode ser justificado pela incapacidade de gerar uma resposta Thl ou uma diminuigéo
dessa resposta que é observada nesses pacientes e consequentemente reducdo da resposta
inflamatoria. (Barral A et al., 1995).

LesGes vegetantes grandes ou Ulceras de grande tamanho sdo também documentadas em
gestantes e, nesses casos, hd um aumento da resposta Th2 com elevada frequéncia de células
CD4" expressando IL-4 (Dutra W et al., 2019). Recentemente, lesdes atipicas de LC foram
associadas com diferencas genotipicas entre os isolados de L. braziliensis (Guimaraes L H et
al., 2016). Nesses casos, lesdes ulceradas grandes ou lesdes nodulares localizadas em um
segmento do corpo foram as apresentacfes mais comuns.

Do ponto de vista histopatoldgico, ao invés de uma reducdo da resposta Thl, esses pacientes
apresentaram uma resposta inflamatdria exagerada com aumento da producdo de IL-17
(Guimaraes L H et al., 2016). Porém, em nenhuma das condicdes clinicas acima citadas, as
lesBes se assemelhavam com o que observamos nos pacientes com DM e lesdes atipicas. Esses
dados indicam que as Ulceras superficiais, sem elevacdo das bordas e ndo bem delimitadas sdo

uma caracteristica da LC em DM.
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Uma das limitacfes do presente estudo foi ndo definir a via inflamatoria que esta associada
com as lesbes atipicas. Documentamos que pacientes com LC e DM com Ulceras atipicas
apresentam elevacéo das citocinas pro-inflamatdrias, o que pode justificar o aparecimento de
Ulceras atipicas. No futuro, pretendemos estudar em mais detalhes a analise da imuno-
histoquimica das lesdes desses pacientes, assim como a expressao génica no tecido de Ulceras

atipicas e classicas de pacientes com LC e DM.

E conhecido que a concentragio de agticar no sangue pode aumentar a produgio de IFNy, IL-
1B, IL-6 e TNF (Cavalcanti Y V et al., 2012). O papel de uma resposta inflamatéria exagerada
na patogénese da infeccdo causada pela L. braziliensis € bem documentado, e a participacéo
da IL-1 beta na patologia da leishmaniose tegumentar tem sido mostrada por diferentes autores
(Novais F et al., 2013; Silva S C et al., 2014; Cardoso TM et al., 2015; Novais F et al., 2017;
Santos D et al., 2018). Nossos dados indicam que pacientes com lesdes atipicas apresentam
uma resposta inflamatdria mais exagerada. A resposta inflamatéria exagerada ja é uma
caracteristica da LC causada por L. braziliensis. Como o DM pode também exacerbar essa
resposta inflamatoria, acreditamos que essas anormalidades sejam a base do aparecimento das

lesBes atipicas em pacientes com LC e DM.

7. SUMARIO DOS RESULTADOS

Né&o houve diferenga nos dois grupos (LC com DM e LC sem DM) com rela¢do ao tamanho
da maior lesdo, localizacdo das lesGes e a resposta ao tratamento. Todavia, cerca de 36% dos
pacientes com LC com DM apresentavam lesfes atipicas caracterizadas por Ulceras
superficiais e com bordas ndo definidas. N&o observamos associagdo entre a glicemia e a
apresentacdo clinica da doenca com relacdo a resposta ao tratamento. Também ndo
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encontramos relacdo entre o desfecho do tratamento com o tipo de droga utilizada para o
controle do diabetes.
As lesoes atipicas foram associadas com maior producéo de citocinas pro-inflamatdrias e maior

taxa de falha ao tratamento com o antimoniato de meglumina.

8. CONCLUSOES

Embora nos pacientes com LC com DM, o diabetes e a concentracdo sanguinea da glicose nédo
tenham influenciado a apresentacdo clinica e a resposta terapéutica, em um subgrupo de
pacientes com essa comorbidade foi observado que o DM resultou no aparecimento de lesbes
atipicas, diferente das registradas, anteriormente, na LC. Essas Ulceras atipicas foram
associadas a uma resposta inflamatéria exagerada e alta taxa de falha ao tratamento com o

antimoniato de meglumina.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA
SAUDE

Posto de Saude de Corte de Pedra

Coleta de dados: Avaliar a Influéncia do Diabetes Mellitus nas Manifestacoes
Clinicas, Resposta Imune e na Resposta ao Tratamento de Pacientes com
Leishmaniose Cutanea Causada pela Leishmania braziliensis.

N° do LTCP:

Datas das Visitas
01:
02:
03:
04:
05:
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VISITA D-0

Identificacéo

1. N°do LTCP ( ) 2. Data:

3. Nome:

4. ldade: 5.Sexo:( )F ( )M 6. Cor:

7. Peso: 8. Altura: 9. IMC: __

Exame Médico:
6. Dados Complementares:
a. Glicemia jejum: Glicemia pos-prandial:
b. IDRM:
c. Presséo Arterial:
7. Comorbidades Diabetes ( ) Sim ( ) Ndo  Hipertensdo ( ) Sim ( ) Né&o
8. Sintomas Associados:

=Y o] SRS ( )Sim ( ) Nao
(OF: 1 - 1 4 [0 SR PS ( )Sim ( ) Nao
DOr (N0 10CAI) ..o ( )Sim ( ) Nao
ATTAIGIA ..o ( )Sim ( ) Nao
MIAIGIA ..o s ( )Sim ( ) Nao
Outro(s)
9. NUmero total de 1eS8eS de Pele ........cooeiiereriiiie e, ( )
10. Tempo de duragdo da 1eSA0 atiVA .........ccerveriiiiiniee s ( )
11. Numero e tipo de lesdo:
a. Ulcerada ........coevveiiiiiiicce e ( )Nao ( )Sim
b. Exulcerar¢éo ........... USRS ( )Nao ( )Sim
C. PAPUIA ..o ( )Nao ( )Sim
d. Papula com exulceragao .........ccocevveevrerierreerieennnn, ( )Nao ( )Sim
€. NOAUIO ..o () Nao ( )Sim
f.  Nnddulo com exulcerago ..........ccoeeeveineneiinenne, ( )N&o ( )Sim

Lesdo principal
12. Local da maior lesdo (marque apenas UM):
( )Cabeca ( )Face ( )Pescoco ( ) Tronco ( )Braco D ( )Braco E ( ) Antebraco D
( ) AntebracoE ( )CoxaD ( )CoxaE ( )PernaD ( )PernaE ( )
Outro:

13. Tamanho da maior 1eS80 (MM): ......ccecveeiiiiie e, ( X )
14, INfeCGAO SECUNTANIA: .....voveieieiiieieeeeee s ( )Sim ( )Naéo

Historia Pregressa de Leishmaniose Cutanea
15. Cicatriz sugestiva de Leishmaniose CUtanea ............ccccevevveeeeieeriesiesieennenn, ( )
16. Tempo de duragao das CICAriZES (AN0S) ......eeverveerierriirie e ( )
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Lifadenopatia
17. LifadenopatiapreSente .........cccveveerieiieieerie e ( )Sim ( ) Nao
18. Cadeia(s) Envovida(s):
( ) Cervical ( )Occipital ( ) Axilar ( )Inguinal ( ) Crural ( ) Outra

19. Tamanho do maior linfonodo (MM): .......cccoveiiiiiii e ( X )
Tratamento

20. Medicacbes em uso atual
@) ANLDIOLICOS ...cvviiiciicceee e ( )Sim ( ) Nao
b) ANti-inflamatorios ...........cccovveveieiece e ( )Sim ( ) Nao
C) COMICOIARS ...vvveneeiiiiieeee et ( )Sim ( ) Nao
d) ANtI-NIPEIENSIVOS ....coveiiiiiiieee e ( )Sim ( )Naéo
e) Contraceptivos NOrMONAIS .........coovrerininieieee e ( )Sim ( ) Nao
) Anti-helMintiCoS .....coooiieiiiiie e ( )Sim ( )Naéo

21. Tratamento prescrito:
a) GlucaNtimMe IV ..o () 20mg/kg
o) I LU - Tox To TSRS () 4 semanas

22. Drogas para diabetes: () Insulina
() Glicazida / Diamicron
() Metformina

() Glimeperida

() Glibenclamida / Daonil
() Acarbose / Glucobay

VISITA 02 (D-15)

Data:
N° do LTCP ( )
Glicemia jejum: Glicemia pos-prandial:
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Avaliacdo do Tratamento

1. Efeitos colaterais desde a UItiIMa ViSita ..........ccccvevereeieiieerr e ( )Sim ( ) Nao
CefAlEIA ..o ( )Sim ( ) Nao
NAUSEAS/VOMILOS ...c.vvevvieiieiieesie ettt te e re e s reenneaneenneas ( )Sim ( ) Nao
FIBDITE ..o e ( )Sim ( ) Nao
ATTTAIGIA .t ( )Sim ( ) Nao
Y Lo - SR ORTR ( )Sim ( )Nao
Outro(s)

2. Houve modificacdo da dose do Glucantime até agora? .........cc.ccevveverervnannns ( )Sim ( ) Nao
a. Se sim, especificar nova dose:

3. Vinha em uso regular do GIUCANtIME? .........ccevieveieeie e ( )Sim ( ) Nao

4. Cicatrizacao da maior lesdo da visita O1.............c.......... ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total

5. Cicatrizacdo das outras lesbes da visita 01.................... ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total

Exame da Pele
6. Local da maior lesdo (marque apenas UM):
( )Cabeca ( )Face ( )Pescoco ( )Tronco ( )Brago D ( )Brago E ( )Antebraco D
( )Antebraco E ( )CoxaD ( )CoxaE ( )PernaD ( )PernaE
( )Outro:
7. Tamanho da maior [€SA0 (IMM): .....coiveiiiiiieee e ( X )
8. Tipoda Lesdo:( ) Papula ( ) Noédulo ( ) Exulceracdo ( ) Papula com Exulceracdo
() Nodulo com Exulceracdo ( ) Ulcerada ( ) NA

9. InfecGao SECUNUANIa: .....cccoeveeiiiiiiiieieieeee e () Sim () Naéo
10. NOVAS IESOES: ...t ( )Sim ( )Naéo
Se sim, especificar quantidade, local e tipo da nova [eS80: .........cccevveiierr e
Lifadenopatia
11. LifadenopatiapreSENte .......cccccveieeiieeiecieccie et ( )Sim ( )Nao

12. Cadeia(s) Envovida(s):
( ) Cervical ( ) Occipital ( ) Axilar ( )Inguinal ( ) Crural ( ) Outra
13.Tamanho do maior linfonodo (MM): ..o, ( X )

VISITA O3 (D-30)

Data:

N°do LTCP ( )

Glicemia jejum: Glicemia pés-prandial:

Avaliacdo do Tratamento
1. Efeitos colaterais desde a Gltima Visita ...........cccceevvveevieve s, ( )Sim ( )Nao
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CefalIa .o ( )Sim ( ) Nao
NAUSEAS/VOMITOS ...veveevieiecie sttt e et re e ( )Sim ( ) Nao
[ 1= o USSR TSSRSR ( )Sim ( ) Nao
ATTAIGIA ..o s ( )Sim ( ) Nao
YT o - SR TSSRSSSR ( )Sim ( ) Nao
Outro (s)

2. Cicatrizacdo da maior lesdo da visita 01.................. ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total

3. Cicatrizacdo das outras lesfes da visita 01............... ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total

Exame da Pele
4. Local da maior lesdo (marque apenas UM):
( )Cabeca ( )Face ( )Pescoco ( )Tronco ( )BragcoD ( )Braco E ( )Antebraco D
( )AntebracgoE ( )CoxaD ( )CoxaE ( )PernaD ( )PernaE
( )Outro:
5. Tamanho da maior 1€SE0 (IMM): ....ecviiiiiieeciee e ( X )
6. Tipoda Lesdo: ( )Papula ( )NOdulo ( )Exulceracdo ( )Papula com Exulceracdo
( )NOdulo com Exulceracdo ( )Ulcerada ( )NA

7. INfECGAO SECUNUANIA: .....cveiveieiiiieee e ( )Sim ( )Néo
8. NOVAS IESBES: ...ovveiveeieciieee sttt ( )Sim ( ) Nao
9. Se sim, especificar quantidade, local e tipo da nova leséo:
() Cabeca () Face
() Pescoco () Tronco
( )BragoD ( )BragoE
() Antebraco D () Antebraco E
( )CoxaD ( )CoxaE
( )PermnaD (  )PernaE
( ) OQutro: /
Desfecho inicial do Tratamento
10. Conclusdo Atual do Tratamento: ........cccvvvvneeeee. ( )Cura ( )Falha ( )Abandono

11. Tempo (dias) entre inicio do tratamento e data da cura

VISITA O4 (D-60)
Data:

N°do LTCP ( )

Glicemia jejum: Glicemia pos-prandial:

Avaliacao do Tratamento

10. Efeitos colaterais desde a Ultima ViSita .........ccccoeveiniiicnenenenc e ( )Sim ( )Néo
CefAlBIa ... ( )Sim ( ) Nao
NAUSEAS/VOMITOS .....ecvvevieieiiiccie et ( )Sim ( )Naéo
FIEDITE .o ( )Sim ( )Né&o
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ATTTAIGIA .o e ( )Sim ( ) Nao

YT Lo - S OSTRSSRSSSR ( )Sim ( ) Nao
Outro (s)
11. Cicatrizacdo da maior leséo da visita 01.................. ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total
12. Cicatrizacdo das outras lesdes da visita O1............... ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( ) Total

Exame da Pele
13. Local da maior lesdo (marque apenas UM):
( )Cabegca ( )Face ( )Pescogo ( )Tronco ( )BragoD ( )Brago E ( )Antebraco D

( )AntebragoE ( )CoxaD ( )CoxaE ( )PernaD ( )PernaE
( )Outro:

14. Tamanho da maior 1€SA0 (MIM): ......eevveieiieie e ( X )
15. Tipo da Leséo:

( )Papula ( )NoOdulo ( )Exulceracdo ( )Papula com Exulceracao
( )NOdulo com Exulceracdo ( )Ulcerada ( )NA

7.INfECCAOD SECUNTANTA: ...ovieeeiie e ( )Sim ( )Néo
BNOVES 1ESOES: ...ttt ( )Sim ( ) Nao
16. Se sim, especificar quantidade, local e tipo da nova lesdo:
() Cabeca () Face
() Pescoco () Tronco
( )BracoD ( )BracoE
() Antebraco D () Antebraco E
( )CoxaD (  )CoxaE
(  )PernaD ( )PernaE
( ) OQutro: /
Desfecho inicial do Tratamento
13. Conclusdo Atual do Tratamento: .........cccevveeeee. ( )Cura ( )Falha ( )Abandono
14. Indicado novo tratamento para Leishmaniose: .........cccceccvveeeeeeennnnenn. ( )Sim ( )N&o

15. Se “sim”, especifique medicacao:
16. Tempo (dias) entre inicio do tratamento e data da cura

VISITA O5 (90 DIAS)

Data:
N° do LTCP ( ) Glicemia jejum: icemia poés-prandial:
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Avaliacdo do Tratamento

1. Houve modificagao da dose do Glucantime até agora? .........cccccevvvvveeeennnns ( )Sim ( )Nao
b. Se sim, especificar nova dose:

2. Vinha em uso regular do Glucantime? .........cccoeeeeiieeeee e, ( )Sim ( )Nao

3. Vem em uso de outra droga (nome e dosagem):

4. Cicatrizacdo da maior [€S30: ......ccceeevvveeeeeeciieee e, ( ) Nenhuma ( )Parcial ( ) Total

5. Cicatrizagdo das outras [eS0es: ........ccceveeirriiveeeeeriirieeenn, ( ) Nenhuma ( ) Parcial ( )Total

Exame da Pele

6. Local da maior lesdo ativa (marque apenas UM):
( )Cabeca ( )Face ( )Pescoco ( )Tronco ( )BragcoD ( )BracoE ( )AntebracoD
( )AntebragoE ( )CoxaD ( )CoxaE ( )PernaD ( )PernaE ( )Outro:
7. Tamanho da maior [€SE0 (MM): c.euiiiieiiiiiieiieeeeeecerree e ( X )
8. Tipo da Lesao:
( )Papula ( )N6dulo ( )Exulceragdo ( )Papula com Exulceracdo
( )No6dulo com Exulceracdao ( )Ulcerada ( )NA

e T 101 (=Yoo To JNY ol U1 o - o - PSRRI ( )Sim ( ) Nao
10, NOVAS |ESOES: ...evvvrriirereiieiieeeeeieeiiciiit et e ettt e s e sessssstbbrrbereerreeeeeeseessessassanes ( )Sim ( ) Nao
11. Se sim, especificar quantidade, local e tipo da nova lesdo:

() Cabeca ( )Face

() Pescoco () Tronco

( )BragoD ( )BragoE

() AntebracoD () Antebraco E

( )CoxaD ( )CoxaE

(  )PemnaD (  )PernaE

() Outro: /

Desfecho final do Tratamento

13. Conclusdo Atual do Tratamento: ..........ccvvvveeeee. ( )Cura ( )Falha ( ) Abandono
14. Indicado novo tratamento para Leishmaniose: ........ccceeveeeeeeiieeeienieniiiicnnnnn, ( )Sim ( )Nao
15. Se “sim”’, especifique medicacdo:
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11.Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Nome do Projeto: Avaliar a Influéncia do Diabetes Mellitus nas Manifestagbes Clinicas,
Resposta Imune e na Resposta ao Tratamento de Pacientes com Leishmaniose Cuténea
Causada pela Leishmania braziliensis.

NOME DO PACIENTE:

Investigador Principal: Edgar M. Carvalho, médico, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos,
Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador — Bahia - Brasil.

No do Projeto:

Convite e Objetivo: Vocé é convidado (a) a participar como voluntério(a) de uma pesquisa que
pretende comparar pacientes com diabetes e sem com leishmaniose cutanea (LC) quanto a(s):
manifestacdes clinicas, resposta imune a antigenos de leishmania e a resposta ao tratamento com
glucantine. O trabalho é importante, pois existe uma falta de estudos sobre a LC em diabéticos
nesta populagdo. Dessa forma, desejamos contribuir para 0 maior conhecimento desse assunto e
sua participacdo é muito importante para esse processo.

Participagdo voluntéria: Caso vocé aceite participar voluntariamente, a duragdo do estudo seré de
90 dias, sendo uma visita inicial e mais trés de seguimento. Se ndo houver cura dentro desse
periodo, vocé serd acompanhado seguindo a rotina do Posto de Salde de Corte de Pedra. Vocé
pode decidir ndo participar do estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos
cuidados médicos prestados e de seu tratamento. Caso, ap0s aceite participar, resolva descontinuar
sua participacdo, isto seréa feito sem qualquer prejuizo para vocé. Participando ou ndo do estudo
voceé receberd o medicamento utilizado para o tratamento da leishmaniose.

Finalidade do estudo: Este estudo vai comparar como se apresenta a LC em diabéticos com e sem
diferentes respondem ao tratamento com o glucantine. Vamos também estudar como o seu corpo
se defende quando atacado pela leishmania. Para isto estudaremos o seu sangue e material da
ferida obtida pela retirada de um pequeno pedaco da sua pele.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, além de ser examinado pelo médico,
sera necessario fotografar suas lesdes e realizar coleta de sangue (2 colheres de sopa de sangue),
bidpsia da lesdo e teste intradérmico com antigeno de leishmania. Esses procedimentos visam 0
diagnostico da leishmaniose e avaliacio de possiveis doencas que vocé possa apresentar. E
possivel que acontecam desconfortos secundarios a realizacdo dos exames, como dor e
vermelhid&o no local, mas a ocorréncia desses efeitos é rara por termos profissionais capacitados
trabalhando na equipe de coleta. Salientamos que todo o material utilizado é descartavel e/ou
devidamente esterilizado. Na ocorréncia de algum efeito adverso ou qualquer outro problema
relacionado com a pesquisa vocé terd direito & assisténcia gratuita no posto de satde. Caso o
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diagnostico de leishmaniose ndo seja confirmado, todo o material obtido para pesquisa sera
destruido.

Duracdo do estudo: Apds a assinatura do termo de consentimento e confirmacao do diagndéstico
sua participagdo no estudo acabard em 90 dias. Vocé sera examinado para determinar a cura da
doenca ou necessidade de utilizacdo da continuacdo do tratamento, que também Ihe seré fornecido
gratuitamente. Isto ndo faz parte do estudo.

Confidencialidade: Embora o questionario a ser utilizado tem como finalidade a coleta de
informacdes demogréficas e dados sobre a doenca, vocé tem o direito de ndo responder a qualquer
questdo que considere invasdo de privacidade. Ao aceitar participar do nosso estudo vocé nos
permite divulgar os resultados do mesmo em trabalhos cientificos, que podem ser publicados em
revistas ou apresentados em congressos para a comunidade cientifica. No entanto, garantimos
sigilo da sua identidade, assim como de todos os participantes do estudo. Qualquer informacéo
pessoal obtida durante o estudo sé serd do conhecimento da equipe e, caso requerido, por alguma
instituicdo de controle. A confidencialidade estard de acordo com a Constituicdo Brasileira e a
Resolucdo 196/96. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial. Qualquer
informacdo obtida durante este estudo s6 sera do conhecimento da equipe médica responsavel
pelo estudo.

Anadlises de riscos e beneficios: O tratamento que vocé recebera é semelhante ao que todos os
pacientes receberdo participando ou ndo do estudo. O procedimento adicional para o0s
participantes do estudo € a retirada de sangue para 0 acompanhamento do seu tratamento e para a
avaliagdo imunolégica. Como a equipe tem vasta experiéncia na coleta deste material,
acreditamos que nao havera risco importante.

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: Muito pouco € conhecido sobre a
leishmania em pacientes diabéticos. Embora vocé va receber 0 mesmo tratamento que outros
pacientes atendidos no Posto de Salde, o fato de vocé realizar exames e ser acompanhado, pode
contribuir em detectarmos e tratarmos efeitos adversos ao tratamento. Para a sociedade o trabalho
sera de grande importancia, pois com 0 mesmo conheceremos mais a respeito da leishmaniose em
diabéticos, o que permitird uma melhor orientacdo sobre o tratamento desta doenca nesta
populacéo.

Custos: Vocé ndo terd custos com o tratamento com o Glucantime ou com outra droga para
tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso. VVocé ndo receberad pagamento por sua
participacéo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo, vocé pode contatar
um dos seguintes investigadores pelo telefone (71) 3237-7353 o Dr. Edgar M. Carvalho ou Dr.
Luiz Henrique Guimardes. Caso vocé queira saber alguma coisa sobre seus direitos, como
paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Bahia, cujo endereco
encontra-se no inicio deste consentimento ou pelo telefone (71) 3283-5564.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e vocé concorda
em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé sera entregue uma copia deste
formulério para guardar.

Eu, , apos a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel
para esclarecer todas as minhas davidas acredito estar suficientemente informado, ficando claro
para mim que minha participagdo € voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualquer
momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da
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pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles
provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar. Diante do
exposto expresso minha concordéncia de espontanea vontade em participar deste estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha
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12. ARTIGO PUBLICADO COM AO RESULTADO DA TESE

Open Forum Infectxous Diseases

HIDSA (VD

Infections Discara Society of America B megitne sssoouton

Diabetes Modifies the Clinic Presentation of Cutaneous

Leishmaniasis

Alexsandro S. Lago,'* Filipe R. Lima,” Augusto M. Carvalbo,’ Camilla Sampaio,' Newa Lago,' Luiz H. Guimardes.' Jamile Lago,'? Paulo R L Machado,"
Lucas P. Carvalho, ™ Sérgio Armda,’ and Edgar M. Carvalbo'™

"menunclogy Service, Mmm&m;lhmqlhpnl(luﬂu Federal University of Bahia, Sahvader, Bahia, Branil “Fost-Graduate Courser in Heabh Scinnons, Federal University of
Bahia Medical School, Safvador. Bahia, Brani, Buﬁhhwhmzm Fioour, Sabvader, Babiz, Hrauil dwmmdw%mmhﬂa Hahia Ban)

Background.  Cutaneous leishmaniasis (CL) caused by L. braziliensis is characterized by 1 or multiple well-imited ulcerated lesions.
Diabetes mellitus (DM) impairs neutrophil and monocyte function, and there is a report of vegetative lesions in a patient with both dis-
eases in Morocco. Here we evaluate the influence of DM on clinical manifestations, immune response, and in the treatment of CL.

Methods.  'The participants were 36 DM patients with CL and 36 patients with CL without DM, matched by age and gender.
‘The diagnosis of CL was performed by documentation of DNA of L. braziliensis by polymerase chain reaction in the lesion biopsy
and histopathologic findings. All patients were treated with Glucantime (Sanofi- Aventis) 20 mg/kg of weight per day for 20 days.

Results.  There was no difference in the majority of the clinical variables between the groups, and the cure rate in patients with
CL and DM (67%) was similar to that observed in CL patients (56%; P~ 05). The most important finding was the documentation that
36% of the patients with DM and CL had atypical cutaneous lesions characterized by large superficial ulcers without defined borders.
High levels of interferon-y, tumor necrosis facor, and interleukin-1P were detected in the supernatants of mononuclear cells stimu-
lated with Leishmania antigen in patients with DM and atypical CL. Moreover, while cure was observed in only 33% of the patients

with DM and atypical CL lesions, it was observed in 85% of patients with typical lesions (P < .05).

Conclusions.
response to antimony therapy.
Keywords.

DM modifies the clinical presentation of CL, enhances pro-inflammatory cytokine production, and impairs

cutaneous leishmaniasis; diabetes; diabetes mellitus; immune response; leishmaniasis; tegumentary leishmaniasis.

Cutaneous leishmaniasis (CL) arising from Leishmania
braziliensis is characterized by a well-delimited ulcer with raised
borders. It is known that around 3% of CL patients develop mu-
cosal leishmaniasis (ML) [1]. Moreover, CL patients may also
develop disseminated leishmaniasis (DL), an emergent form of
L. braziliensis infection defined by the presence of more than
10 and possibly up to 1000 acneiform, popular, and ulcerated
skin lesions distributed among at least 2 regions of the body [2,
3]. Atypical lesions are also observed in the spectrum of this
disease’s clinical presentation as isolated vegetative lesions that
are larger in size and lacking clear delimitation or as multiple
nodules restricted to a specific area of the body [4, 5]. Parasite
and host factors may influence the clinical presentation of CL.
L. braziliensis is polymorphic, and differences in the alleles on
chromosomes 24 and 28 have been associated with distinct
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clinical forms, disease severity, and therapeutic failure [6-8].
There is also strong evidence of the role played by host immune
response in the pathogenesis of CL. Leishmania are killed by
interferon (IFN)-y-activated macrophages but do not become
completely eradicated; thus, parasite persistence and the release
of parasite antigens induce an exacerbated stimulation of the
immune system. Neutrophils are the first cell type to migrate
to the site of Leishmania infection [9-11]. However, both neu-
trophils and macrophages from CL patients present a decreased
ahility to kill Leishmania despite producing high levels of reac-
tive oxygen species and pro-inflammatory cytokines [12, 13].
Elevated levels of pro-inflammatory cytokines, including inter-
leukin (IL)-IB, IL-6, tumor necrosis factor (TNF), C-X-C motif
chemokine ligand (CXCL)-9, and CXCL-10, among others,
are produced by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from CL patients under stimulation by leishmanial antigens [14,
15]. Cytokine production becomes enhanced during the course
of infection, from the early or pre-ulcerative phase of disease to
ulcer development [16, 17]. The enhancement in the immune
response is also due to the impairment of regulatory mechan-
isms, such as the decreased ability of 11.-10 and transforming
growth factor (TGF)-f to downmodulate the immune response
of CL cells [18]. This makes American tegumentary leishman-
iasis a chronic inflammatory disease characterized by an exag-
gerated inflammatory response that causes tissue damage.
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Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic syndrome,
and it is estimated that around 480 million people worldwide
live with diabetes [19]. DM increases the susceptibility to infec-
tions caused by extracellular bacteria and fungi and has been
shown to modify the clinical presentation of tuberculosis [20-
22]. However, DM also induces an inflammatory response asso-
ciated with disease complications, such as diabetic retinopathy
[23]. Diabetes decreases chemotaxis, phagocytosis, respiratory
burst, and the bacterial killing ability of neutrophils [24-26].
Neutrophils and monocytes are the first line of defense against
protozoan Leishmania spp. However, There is a lack of studies
investigating the influence of blood sugar levels in Leishmania
infection, and it remains unclear whether diabetes modifies
the clinical presentation of leishmaniasis. A recent clinical re-
port detailed 3 patients living in Morocco with CL and DM, 1
of whom presented a vegetative lesion [27]. The present study
endeavored to compare clinical presentations and immuno-
logical respanses in CL patients with or without diabetes and
to evaluate the influence of DM on the therapeutic response to
meglumine antimoniate.

METHODS

Type of Study

The present prospective study compared clinical manifest-
ations, histopathological findings, cytokine production, and
therapeutic response in 36 CL patients with DM (CL+DM) with
36 CL patients without DM, matched by age (5 years) and sex.
In addition, a nested cross-sectional study was performed to
compare immune response between 8 CL+DM patients with
atypical lesions and 9 CL+DM patients with typical lesions.

This study was conducted between January 2017 and June 2019

at the municipal health clinic of Corte de Pedra, located in the
municipality of Presidente Tancredo Neves, Bahia-Brazil.

The study included 64 adult patients aged 18 to 60 years, of
both sexes, with a diagnosis of CL with or without DM. All pa-
tients presented at least 1 CL ulcer and had an illness duration
between 20 and 90 days. All resided in the same geographic
region and faced similar exposure risks, as most were farm
workers. Only 1 patient refused participaton, as he was unable to
attend all follow-up visits at the clinic. Diagnosis was confirmed
via documentation of L. braziliensis DNA by polymerase chain
reaction (PCR) [28] or through the identification of amastigotes
in the histopathological analysis of biopsied tissue. DM was
diagnosed when glycated hemoglobin was >6.5%. Patients with
kidney injury, congestive heart failure, liver failure, or HIV in-
fection were excluded from the study.

Study Design
Upon agreeing to participate in the study and signing a term
of informed consent, patients were submitted to a clinical

examination and classified as CL+DM or CL without DM.
Blood was collected for laboratorial immunological analysis be-
fore beginning therapy. All participants were evaluated at the
clinic to determine lesion size, clinical improvement, evolution
to cure, and treatment side effects every 30 days. Patients were
treated intravenously with Glucantime (Sanofi Aventis, Brazil)
at a dose of 20 mg/kg of body weight per day for 20 days. Cure
was defined by the absence of active ulceration and complete
skin reepithelization, without raised borders, on day 90 after
the onset of treatment. Therapeutic failure was defined by the
presence of active ulcers or scar formation with raised borders
90 days after the initiation of therapy. Patients who did not re-
spond to treatment by day 90 were treated with the same dose
of Glucantime for 30 additional days. Of the 36 patients with
DM who participated in the study, 29 (81%) had previously
been diagnosed with DM before the presentation of CL; in these
cases, we followed the therapeutic regimen prescribed by the
attending physician, that is, the only intervention undertaken
was to increase antidiabetic drug usage when blood sugar levels
remained above normal limits. In 7 (24%) patients, DM was
diagnosed at the same time as CL. Of 36 patients with DM, 7 re-
ceived insulin, 15 received Glyburide, 13 received Glicazide, and
1 patient was treated with Glimepiride. Of the 28 patients who
used Glyburide or Glicazide, 22 were prescribed metformin.

Biopsies and Immaenchistochemistry

Biopsies were obtained from all 72 patients for the detection of
L. braziliensis DNA by PCR. However, as the decision to per-
form histopathological analysis was made during the course of
the study, this evaluation was performed in only the last 19 pa-
tients enrolled. Biopsies were obtained from the borders of le-
sions using a 4-mm-diameter punch, following the application
of local anesthetic. Skin tissues were fixed in buffered formal-
dehyde and embedded in paraffin blocks. Deparaffinization
and rehydration of 5- pm-thick sections were performed using
xylene and absolute alcohol, and antigen retrieval was per-
formed using citrate buffer pH 9.0 at 96°C for 20 minutes.
Immunohistochemistry reactions were performed as previously
described [29]. Briefly, after blockage of peroxidase activity
with 3% hydrogen peroxide for 10 minutes and blockage of pro-
teins with Protein Block Serum-Free (DAKO, Carpinteria, CA,
USA) for 15 minutes, slides were incubated overnight at 4°C
with monoclonal mouse anti-CD20, anti-CD68, anti-CD56,
anti-CD4, anti-CD8, and anti-granzyme B (DAKO, Carpinteria,
CA, USA). Mouse and Rabbit Peroxidase Kit/Horseradish
Peroxidase KP500 (Diagnostic Bio-Systems, Pleasanton, CA,
USA) were used to perform reactions according to manufac-
turer recommendations.

Morphometry of Inflammation and Necrotic Areas
All histological sections stained with hematoxylin and eosin
were scanned under an optical microscope (Olympus BX51).
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The total of these secti as well as areas of inflam-
matory infiltrate and necrosis, was measured using Image L
ion 1.48 (National Insti Health). The total length of
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Patient Consent Statement
Participation in the present study was voluntary. Patients who

Board of the Gongalo Moniz
Institute (FIOCRUZ), and all participants provided written in-
formed consent.

({interguartile range) of blood sugar levels in patients with type
1 dizbetes was 370 (292-470) mg/dL, vs 277 (228-326) mg/dL
mlhmewnb!ypelelba!w:mnod:ﬂ'zmnusmm-
P to y therapy b these 2
rate on day 90 was 71% in patients with type 1 (o =7) vs 68%
mlbouwn.htype!(n 25; P > .05). In addition, response to
herapy was si dless of the type of antidiabetic drugs
md&wum&dxabehcdn‘mthemqomyafp:mmhd
above-normal blood sugar levels at admission, which
throaghout follow-up.
Todacmwbtheruuodmprknkmﬂncnmdm
rate, we d the therap P in patients with
blood sugar levels <200 mg/dL with that of those who had
blood sugar levels >250 mg/dL. The cure rate was 43% in the
3/7 patients with blood sugar <200 mg/dL compared with 72%
mthel&fﬁpnxmwnbekvncdkvds(?).w).%demob-

as the cure

groap

RESULTS served a weak negati blood sugar levels
The d graphic and chnical & ol'36CL+D\dpd:enu andhenlmghme(k 21 P).OS).md:dnotﬁndlnym
and 36 CL without DM are shown in Table 1. No signifi dxf- < linical and resp to therapy

ferences were seen between the groups regarding gender, dllness
duration, lesion size and location, frequency of satellite lym-
phadenopathy. or lymph node size. Patients with CL+DM wers
older than thase without DM. In the majority of both groups of
patients, ulcers were infected, but antsbiotics were used in only
1 diabetic. No differences were found in cure rate on day 50 in
CL+DM patients vs CL (P~ 05). Of the 36 patients with DM, 7
(19%) had type 1 dizbetes while 29 (81%) had type 2. No signifi-

of

aamrdinglod:e!ypeo"mtidiabﬂi:dmpnnai
Histopathologic analysis was perfmdemvnlh
CL+DM and in 10 with CL oaly; i ch were
done in 5 patients from each group. No differences were seen
mthenn,mtyo‘ﬁndmgarypuaﬂyo&enedmpﬂmnumh
CL, for pl byp hypaph.nacfdu
=1 gr 1 & of igotes.
Homnwbikmﬁdmohervedinaﬂapaﬁem

cant differences were observed regarding the dinical f
Cl. among patients with type I or type 2 diabetes. The median

ith DM, this finding was only documented in 50% of
CL+DM patients (P < 05). Due to the small number of cases
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analyzed, it was not possible to determine the impact of blood
Figure | ilustrates the frequency of cells expressing CD6S,
CD20, CDB, and granzyme B. While there were no differences
in the frequencies of macrophages (CD68+), B cells (CD20+),
and cells expressing granzyme B, the frequency of CD8+ T cells
in patients with CL+DM was 1.8-fold lower than in CL patients
without DM (P < .05).

An important finding of the present study was the documen-
tation of atypical ulcers in patients with DM, which were ob-
served in 13 (36%) oat the 36 CL patients with DM. In contrast
to well-delimited oval ulcers with mised borders, diabetic pa-
tients presented atypical lesions characterized by superficial, flat
ulcers with poorly defined borders (Figure 2).

The dlinical characteristics of the 13 DM patients with atyp-
ical lesions and 23 cases with typical CL ulcers are shown in
Table 2. No significant differences were found between these 2
groups regarding age, number or size of Jesions, presence of sat-
ellite lymph node, or bood sugar levels. Ulcers above the belt
were more frequent in patients with atypical lesions (50%) vs
those with typical lessons (20%), yet without significance. One

A r= B F=.10
7000 7 2500
06000 1 2000
+ 3000 4 é
= "
= 50004 a 1500
- -
= %001 £ 1000
Y 20001 e
1000 4 o~
0- e
CL CLDM CL CLDM
Y P=m D P=41
4000 4 4000 +
3000 4 2 w0
& E
.L:; 2000 4 g o0
K 4
o =
“TH -
o 0

e
. CcLIM

CL  CLDM

Fgwe 1. Immuncphenctype analysm in son bopsy of citaneous kehmmase
prtieres with 2nd witeut dabetes melitin Tremue biopy from & patierts with
rutanecus leishmanasis and dabetes melitus 3nd from b mtients with asnecus
letshrranizns without dabetes, mashated weh anti{(DEB:, (020, (D8 and
granryme B monoclorad anthodies. Aeactions weee performed with a mouse and
robbt permndaar bt [ote represents median and meerguartle of postively stained
cesls. Stat=tical analysis was performed using the Mam-Whiney test. *P< (B
Abtrreatiors: O cotneoes kechmanase UM, dobetes melitus

marked difference between those with typical vs atypical lesions
was seen with respect to antimony therapy failure, which oc-
curred in 69% of the patients with atypical lesions vs just 13% of
those with typical lesions (P < .01).

The cytokine profiles of patients with CL+DM presenting
typical and atypical lesions are shown in Figure 3. IPN-y levels,
TNF levels, and IL-1f levels in patients with DM with atypical
ulcers were 978 (571-1083) pg/mL, 103 (737-1399) pg/ml., and
364 (54-418) pg/ml. respectively—higher (P<_.05) than in
those with typical ulcers: 530 (118-796) pg/mi., 156 (20-792)
pa/mlL, and 4 {0-61) pg/ml, respectively. With regard to cy-
tokine production in soluble Leishmania antigen-stimulated
PBMC from CL patients without DM (controls), INF-y levels
(IQR) were higher in controls (1486 [787-2152] pg/mL) than
in DM with typical CL ulcers (P <.05), while IL-18 in the con-
trols was lower (45 [3-193] pg/mL) than in CL+DM patients
with atypical ulcers (P < 01). The levels of CXCL-10, IL-6, and
granzyme B were similar between the 2 groups.

It is known that DM increases the susceptibility and severity of
bacterial fungus infections [30, 31]. The increased susceptibility
and severity of bacterial infections in patients with diabetes can
be explained by an impairment in chemotaxis, phagocytosis,
and the decreased bacteria-killing ahility of neutrophils [32].
However, it remains unclear whether DM impairs host killing
of Leishmania protozoa, as well as whether DM modifies the
clinic course of C1.. Herein we evaluated the influence of DM on
clinical presentation and therapeutic response to CL. caused by
L braziliensis, the most important species associated with CL in
Latin America. While blood sugar levels, type of diabetes, and
antidiabetic drug therapy were not observed to modify chin-
ical presentation, CL severity, or response to therapy, 36% of
CL+DM patients did present atypical superficial ulcers lacking
well-defined borders. These patients had enhanced levels of
TNE, IL-1B, and IFN-y and experienced higher rates of ther-
apeutic failure.

High blood sugar levels have been associated with severity
in diseases other than DM [32-34]. Interestingly, we did not
observe an association between elevated levels of blood sugar
and CL severity, yet we identified a weak inverse correlation be-
tween blood sugar levels and healing time. In 5 malnourished
patients with type | diahetes with elevated blood sugar levels
throughout follow-up, the disease presentation was not more
of patients, cure oaly occurred between 60 and 90 days after
onset of therapy.

It has been shown that the antidiabetic drug Glyburide de-
creases IL-1B and TNF levels [35] in human CL and reduces
immunopathology in mice infected with L. braziliensis [36).
While we did not observe any differences between patients
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Rgere2 Atypcaland typical cxtaneous ukoers n patients with dabedes and cutznecus leishmariasts. Isages of sien uloers Sxken on doy 0 from 4 petients weth dabetes
melites and cotaneoes leshmanase 3 cases with atypical ukers (A B C) and 1 from a patent with typical cutaneous ieshmancss ([

treated with Glybaride, Gliclazide, or metformin, we cannot
rule out the potential benefit of Glyburide due to the small
number of patients treated with different antidiabetic agents.
With respect to infections caused by intracellular agents in
DM patients, tuherculosis is the most commonly studied asso-
ciation. DM has been shown to increase risk of M. fuheradosis
infection and tuberculosis seventy [37]. It has also been shown
that DM decreases the expression of 1L-37, and consequently
impairs the control of M. tuberculosis infection [38). Moreover,
decreased prodiction of IL6, IL-10, IL-12, monocyte

chemoattractant protein-1, RANTES (regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted), and CXCL-9 by mono-
cytes infected with M. tuberculosis has been linked to the de-
creased ability of monocytes to kill M. tuberculosis [39]. Despite
a lack of data regarding the consequences of L braziliensis in-
fection in monocytes from diabetic patients, we did not find in-
creased parasite burden in macrophages in our histopathologic
analysis of tissue samples from CL+DM patients.

The histopathologic analysis of vlcers in the 2 groups of
patients revealed lower frequencies of necrosis and CDB+ T

Table 2. Demegraghic 2ad Clinic Features of Patients With Cutaseous Leishmaniasis and Diabetes Mellitus With Atypical o Typicel Lesions Compared

With Patients Withoat Dinbetes (Coatrols)

Atypcal Typaal Controts
Demographic and Cinical Fosturos n=13 n=23 n =36 Pabie
Ao, moan & S0y 2844 ®Wan 049 ooz
Body mass nda, modan ICY, kg’ 27 26-29 %2420 26 26-30 A
linass duration, median €0, d HR7-5 £33N 403648 -}
No. of lesions, medan 1C) 1110818 1125213 10107153 16
Total ksion arosmiosonce, madsn 1K1, mm 300 (12114800 154 (1653801 246 247-454| 38
Froquancy of lasions dbove 1he bolt, No. (%) 6148 &M 8@ ]
Froquancy of patiants with jymph nodo eniargeemant, No. (%) s08 12452 19ER =
Eiood sugar lovels, median (CT, mgid 238 (201-301) 200 {258-3400 98 (301118} o
Faturm of tharapy, No. (%] 9 (BI 3 16 441 oo1F
*Seudent t tent
"Al cher wilmx dotermrmd umng the Kraakel Welx taxt
“Fochar oxact twat
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test Abbeevartiors: IEN, interferor; £, imtereakn; TNF, tsmor neonsis facter

cells in CL+DM patients. Recently, emphasis has been given
to the role of CD8+ T cells in the pathology of CL caused by
L. braziliensis. CD8+ T cells from CL patients display high
expression of cytotoxicity markers, but while they do not kill
Leishmania, they kill L. braziliensis-infected cells [40-42].
The killing of infected cells leads to inflammasome forma-
tion, the release of IL-1§, and ulcer development [41]. Here
we found lower frequencies of CD8+ T cells in lesions from
diabetic patients compared with those with only CL. We
speculate that the decreases in CD8+ T cells and necrosis ob-
served in the ulcers of CL+DM patients may be responsible
for the appearance of atypical superficial ulcers.

In light of previous evidence documenting the ability of di-
abetes to modify the clinical presentation of other infections,
the chserved similarity amony the majority of clinical variables
between the 2 groups was an unexpected finding. It is known
that around 60% of CL patients are typically male [43, 44]; how-
ever, 69% of those with CL+ DM were women. Another finding,
and perhaps the most important of our study, was the chser-
vation that 36% of CL+DM patients presented atypical lesions.
Atypical lesions are also found in patients infected with HIV,
in those with diffuse cutansous leishmaniasis (DCL), and in
pregnant women (7, 45, 46]. Notably, the lesions documented
herein in patients with DM were remarkably distinct from all
other types of lesions described in CL patients [3].

Atypical CL lesions in patients with HIV and in those with
diffuse cutancous Jeishmaniasis occur due to an impairment
in T-cell response [47]. Alernatively, large vegetative lesions
in pregnant women with CL have been assocuated with an in-
flammatory reaction due to increased CD4+ T cells expressing
11-4 at the lesion site, indicating a shift to Th2 immune response
|48). This evidence indicates that different inflammation path-
ways may be related o diverse clinical outcomes in the same
disease. Although we found decreased frequencies of CD8+ T

cells and necrosis at the lssion site of CL+DM patients, we also
observed higher production of IFN-y, TNF, and IL-1 in the
supernatants of mononudear cells from DM patients with atyp-
ical lesions compared with those with typical lesions. It is pos-
sible that high blood sugr levels may increase the production of
1EN-y, IL-1B, 1L-6, and TNF [49, 50]. The role of an exaggerated
inflammatory response in the pathogenesis of L. braziliensis has
been well documented, as has an assocation between the ex-
acerbated production of these cytokines and lesion size, as well
as therapeutic failure [34, 51).

The most important finding herein was documentation of the
capability of DM to madify the clinical presentation of CL, due
to the appearance of atypical CL lesions associated with a poor
response to therapy. The influence of DM on dinical CL pres-
entation stands in agreement with a recent case report detailing
a patient from Morocco who presented vegetative lesions [26).
In our study, the atypical lesions ohserved were predominantly
flat, usually large, and lacked well-defined borders. While more
superficial ulcers may occur due to a lower frequency of oy-
totoxic CDB+ T cells at the lesion site and decreased necrosis,
the high rate of failure of therapy scen in these patients may be
occuring due to an increase in the synthesis of proinflammatory
cytokines.
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ABSTRACT
Mmmrolu!dw'ndm leads 1o several comorbidities,

o infections. Hyperglycemia

induding susceptibility
increases phagocyte responsivensss, however immune cells from people with diabetes show inadequate antimicrobial
functions. We and others have shown that aberrant producon of leukotriens B, (LTB4) is detrimental to host defense

in models of bacterial infection. Here, we will unveil the

of high glucose in the outcome of Leishmania

brazliensis sininfecton in people with diabetes and determine the role of LTB, in human phagocytes We show that
diabetes leads to higher systemic levels of LTB, IL-6 and TNF-a in cutaneous leishmaniasis. Only LTB, correlated with
blood ghuose levels and healing time in diabetes comorbidity. Skin lesions of people with leishmaniasis and diabetes

exhibit increased and amastigote numbers

macrophages from these individuals showed

neutrophil
higher L braziliersis loads, reduced production of Reactve Oxygen Species and unbalanced LTBY/PGE; ratio. Ow data
orbidity

reveal a systemic inflammation driven by diabetes com
L brariliensis infection and a worse disease outcome.

in opposition to a local reduced capacity to resolve
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Introduction

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized
by hyperglycemia, which occurs when insulin is not
produced (Type 1) or inefficiently recognized (Type
2) [1,2]. Both types of diabetes are associated with sec-
ondary complications, such as cardiovascular diseases,
retino pathy, nephropathy, neuropathy, reduced wound
healing and increased susceptibility to infections, par-
ticulady in the skin [1-7]. The recent increase in the
burden of diabetes [89] and reports of abnormal
cases of cutaneous leishmaniasis (CL) in individuals
with diabetes [10,11] led us to investigate the conse-
quences of association of these diseases. The main
goal of this study is to evaluate the influence of diabetes
and its inflammatory mediators in the outcome of
Leishmania braziliensis skin infection.

Hyperglycemia is thought to cause a state called
sterile inflammation, characterized by a low-grade
inflammatory response [12]. Although inflammation
is crucial to clear pathogens and to induce tissue repair,
chronic and sustained inflammatory responses cause

tissue damage, leading to immunopathology and
worse disease outcome. The tissue damage results
from increased production of TNF-a, Interleukin-1§,
metalloproteases and recently, we have shown that
lipid mediators, such asleukotrienes (LTB,), when pro-
duced in abundance, increases susceptibility to skin
infection in experimental models of diabetes [13-15].
These inflammatory mediators are also involved in
CL caused by Leishmania braziliensis the causative
agentof (L in Brazil, resulting in skin ulcerative lesions
[16]). Histological analysis of CL ulcers revealed rare
presence of parasites and an intense inflammatory
infiltrate, which can lead to a delayed healing process
and chronic lesions [17). In this context, we and others
also have shown the participation of lipid inflamma-
tory mediators, including LTB, and Prostaglandin E,
(PGE,) in phagocyte antimicrobial effector functions
upon infection of different pathogens, including Leish-
mania spp. [18-21].

Lipid mediators are produced from the metabolism
ofarachidonic acid (AA) presentin the cell membrane
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SUMMARY

Leishmania brazifiensis infection results in cutaneous leishmaniasis
(CL). An increase in incidence of drugresistant CL leading to treatment failure
has been reported. ldentification of reliable predictors of treatment cutcomes
is necessary to optimize patient care. Here, we performed a prospective case-
control study in which plasma levels of cytokines and lipid mediators were as-
sassed at different time points during antileishmanial therapy in patients with
CL from Brazil. Multidimensional analyses were omployed to describe a combina-
tion of biomarkers able to predict and characterize treatment failure. We found a
biosignature influenced mainly by plasma levels of lipid mediators that accurately
predicted treatment failure. Furthermare, transcriptomic analysis of a publicly
available data set revealed that exprezsion levels of genes related to lipid meta-
bolism measured in skin lesions could distinguish treatment cutcames in CL. Thus,
activation of pathways linked to lipid biosynthesis predicts treatment failure in
CL. The biomarkers identified may be further explored as therapeutic targets.
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Abstract

Cutaneous leishmaniasis is a localized infection controlled by CD4+ T cells that produce
IFN-y within lesions. Phagocytic cells recruited to lesions, such as monocytes, are then
exposed to IFN-y which triggers their ability to kill the intracellular parasites. Consistent
with this, a transcriptional analysis of lesions from patients identified the presence of a
strong interferon stimulated gene (ISG) signature. To determine what systemic|
responses are occurring that might influence the disease, we performed RNA
sequencing (RNA-seq) on the blood of L. broziliensis-infected patients, as well as healthy
controls. Functional enrichment analysis identified a transcriptional ISG signature as the
dominant response in the blood of patients. An increase in monocytes and macrophages
in the blood, estimated from our RNA-zeq dataset, was positively correlated with this
ISG signature. Consistent with this result, patients had circulating IFN-y in their serum.,
A cytotoxicity signature, which is a dominant feature in the lesions, was also found in
the blood and correlated with an increased abundance of cytolytic cells. Thus, two
transcriptional signatures present in lesions were found systemically, although with 3
substantially reduced number of differentizlly expressed genes (DEGs). Finally, we found
that the number of DEGs and ISGs in leishmaniasis was similar to tuberculosis — another
localized infection = but significantly less than observed in malaria. In contrast, the
cytolytic signature and increased cytolytic cell sbundance was not found in tuberculosis
or malaria, Our results indicate that systemic signatures can reflect what is occurring in
leishmanial lesions. Furthermore, the presence of an 15G signature in blood monocytes
and macrophages suggests a mechanism to limit systemic spread of the parasite, a5 well
2s enhance parasite control by pre-activating cells prior to lesion entry.
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Abstract

Background

Cutaneous leishmaniasis (CL) caused by L. braziliensis is characterized by a
single ulcer or multiple cutaneous lesions with raised borders. Cure rates below
60% are observed in response to meglumine antimoniate therapy. We
investigated the impact of obesity on CL clinical presentation and therapeutic
response.

Methods

Atotal of 90 age-matched CL patients were included (30 obese, 30 overweight
and 30 with normal BMI). CL was diagnosed through documentation of L.
braziliensis DNA by PCR or identification of amastigotes in biopsied skin lesion
samples. Serum cytokine levels were determined by chemiluminescence.
Antimony therapy with Glucantime (20mg/kg/day) was administered for 20
days.

Results

Obese CL patients may present hypertrophic ulcers rather than typical oval,
ulcerated lesions. A direct correlation between BMI and healing time was noted.
After one course of Antimony, cure was achieved in 73% of patients with
normal BMI, 37% of overweight subjects, vet just 18% of obese CL patients
{p<0.01). Obese CL cases additionally presented higher leptin levels than
overweight patients or those with normal BMI (p<0.05).

Conclusions

Obesity modifies the clinical presentation of CL and host immune response, and
is associated with greater failure to therapy.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Leishmanic braziliensis, Obesity, Atypicsl
lesions, Immune response, Cure rate

Topic: obesity, body mass index procedure, immune response, cutansous
leishmaniasis, ulcer, leishmanis braziliensis, signs and symptoms, overweizht
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