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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € um problema de saude publica e doenga
negligenciada, cujo tratamento preconizado (administragdo parenteral) apresenta baixa
resposta terapéutica e alta taxa de eventos adversos. Na leishmaniose cutédnea (LC), a
lesao tecidual e resposta ao tratamento esta predominantemente relacionada a resposta
imune do hospedeiro, por isso agentes imunomoduladores, como o fator de crescimento
estimulante de col6nia de granuldcitos mondcitos (GM-CSF), tém sido utilizados como
opgdes no tratamento. Na regido amazébnica, onde o principal agente etiolégico € a
Leishmania guyanensis, a resposta terapéutica ao antimonial € menor que 50%,
entretanto, estudos recentes mostram que a miltefosina, administrada por via oral,
apresentou maior eficacia no tratamento de pacientes com leishmaniose cuténea
ocasionada por essa espécie. O objetivo desse trabalho foi avaliar se a taxa de cura da
associacdo do GM-CSF a Miltefosina era superior ao uso isolado da medicacédo e a
incidéncia de eventos adversos, no tratamento da leishmaniose cuténea. Trata-se de
ensaio clinico, placebo-controlado e randomizado em trés grupos de intervencdo, na
proporgao 1:1:1. Nesse estudo, 150 individuos atendidos no ambulatério de leishmaniose
da Fundagao de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e com diagndstico
clinico e laboratorial de leishmaniose, foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos:
Grupo 1(G1) = (antimonial de meglumina), G2=(Miltefosina+GM-CSF) e G3(Miltefosina +
placebo), cada um com 50 individuos. Considerou-se como cura definitiva, a
reepitelizacdo completa e auséncia de infiltracdo da lesdo 90 dias apos inicio do
tratamento. As taxas de cura por intencao de tratamento observadas foram de 66%, 58%
e 52% para os grupos G3, G2 e G1 respectivamente (p> 0,05). Eventos adversos
sistémicos leves e transitorios foram frequentes em todos os grupos (acima de 85%) mas
nauseas (85%) e vomitos (39%) predominaram nos G2 e G3. Um paciente do grupo do
antiménio interrompeu o tratamento apos evento adverso grave a medicagdo. Observou-
se que a taxa de cura com o uso da Miltefosina superior ao antimdnio mas a associagao
com o GM-CSF nao melhorou a resposta terapéutica. No entanto, devido a sua menor
toxicidade, via de administragdo oral e taxa de cura semelhante ao do antimonial, a
miltefosina demonstra ser uma opgao interessante para o tratamento da LC causada por
L. guyanensis, principalmente na Amazdnia onde o acesso aos servigos de saude é
complicado e, muitas vezes, o responsavel pela interrupcédo do tratamento dessa doenca.

Palavras Chaves: Miltefosina. Leishmaniose Cutanea. Tratamento.
Imunomodulador. GM-CSF



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a public health problem and neglected
disease, whose recommended treatment has a low therapeutic response and a high rate
of adverse events. In the Amazon region, where the main etiological agent is Leishmania
guyanensis, the therapeutic response to antimonial is less than 50%. Recent studies
indicate that miltefosine, administered orally, is the most effective drug for treating patients
with Cutaneous Leishmaniasis caused by L. (V.) guyanensis when compared to the
pentavalent antimonial. In Cutaneous Leishmaniasis, tissue damage and response to
treatment are predominantly related to the host's immune response, so
immunomodulatory agents, such as monocyte granulocyte colony-stimulating growth
factor (GM-CSF), have been used as treatment options.This is a clinical, placebo-
controlled and randomized trial in three intervention groups, in a 1: 1: 1 ratio. In this study,
150 individuals treated at the leishmaniasis outpatient clinic of the Tropical Medicine
Foundation Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) and with clinical and laboratory diagnosis
of leishmaniasis were randomly assigned to 3 groups: group 1 (meglumine antimonial),
group 2 (Miltefosine+GM-CSF) and group 3 (Miltefosine + placebo). Complete
reephitelization and absence of infiltration of the lesionwere considered as definitive cure
90 days after the start of treatment. Intention cure rates were 66%, 58% and 52% for the
Miltefosina + placebo, Miltefosina + GM-CSF and meglumine antimonial groups
respectively (p> 0.05). Mild and transient systemic adverse events were frequent in all
groups (over 85%) but nausea (85%) and vomiting (39%) predominated in the miltefosine
groups. A patient in the antimony group stopped treatment after experiencing fever, rash
and severe arthralgia. Miltefosina presented a higher cure rate than antimony in hith
association of GM-CSF did not improve the therapeutic response. However, due to its
lower toxicity, oral administration and cure rate similar to that of antimonial, miltefosine
should remain one of the main drugs for the treatment of LC caused by L. guyanensis.

Keywords: Miltefosine. Cutaneous Leishmaniasis. Treatment. Inmunomodulator. GM-
CSF



RESUMO LEIGO

A leishmaniose conhecida também pelos nomes de ulcera de Bauru, nariz de tapir, botao
do oriente e ferida brava, € uma doencga que causa feridas na pele, boca e nariz.

As pessoas contraem a doencga principalmente quando estdo nas matas e nas zonas
residenciais proximas a areas de desmatamento. O tratamento é feito com injegdes de
medicamentos que n&o conseguem eliminar o parasita com facilidade e que causam
muitas reagdes no corpo. O tempo de tratamento e cicatrizagdo das feridas € longo, e a
maioria das pessoas que tem essa doencga, mora em estradas e na zona rural, com dificil
acesso aos postos de saude, dificultando o uso dos medicamentos. Por isso, pesquisas
que buscam remédios mais seguros, como em comprimidos e que curem 0s pacientes
mais rapidamente s&o importantes. Existe uma medicagdo em comprimidos que ja foi
estudada e mostrou que é segura, facil e a maioria das pessoas ficam curadas, chamada
miltefosina. Apesar de ter sido comprovado que essa medicacdo é melhor que o
glucantime, remédio que usamos na maioria das pessoas com a doenga, ela n&o cura
todos os pacientes. Para tentar curar mais rapido as pessoas com a leishmaniose, alguns
pesquisadores usaram remédios que melhoram as defesas do corpo contra esses
microorganismos junto as medicag¢des usadas no tratamento. Uma dessas medicagodes é
uma pomada, que se usa sobre as feridas, chamado de GM-CSF, que ativa nosso sistema
imunoldgico e ajuda as células do nosso corpo a matarem o parasita. Nesse estudo
avaliamos 150 pessoas em trés grupo de 50, dois grupos tratadas com a miltefosina
(comprimidos), um grupo associado com pomada e outro sem, e um grupo com glucantime
(injetavel). A conclusdo foi que a miltefosina € uma boa medicacdo para tratar a
leishmaniose porque € facil de usar, pode ser tomada em casa, € mais eficaz que o
antiminial e ndo causa reagdes no corpo graves, que coloquem as pessoas em risco de
vida. Quanto ao uso da pomada de GM-CSF, esta ndo mostrou que tem efeito e o uso da
miltefosina sozinha seria a melhor opgao.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

As leishmanioses remontam aos tempos dos farads (1,2). As primeiras descrigbes da
doenca foram realizadas por Alexander Russel em um paciente da Turquia, onde a doencga
era conhecida como "Aleppo boil". Admite-se que as leishmanioses tegumentares sejam
uma doenga autoctone do continente americano, chamando-se, por isso, LTA. Altamiro-
Enciso et al. (1) , ao descrever sobre a origem e dispersdo das leishmanioses cutanea e
mucosa com base em fontes histéricas, aponta que as teorias sobre a origem e difuséo
das leishmanioses evoluiram principalmente durante as eras bacteriologica e
epidemioldgica. Assim, a partir de 1890, Juliano Moreira e Aguiar Pupo propunham a
primeira teoria de origem mediterrénea, enfatizando que os casos observados em
pacientes da Bahia, doenga chamada botdo da Bahia eram parecidos aos do botdo do
Oriente. Esta comparagéo fez supor, inclusive, que as LTA teriam sido introduzidas pelos
fenicios ou sirios que supostamente chegaram ao Nordeste do Brasil ainda na
Antiguidade, muito embora tais viagens na Antiguidade jamais tenham sido provadas

historicamente ou arqueologicamente.

A segunda teoria é de origem andina, que comega a formular-se a partir dos
descobrimentos de pegas de ceramica pré-colombiana ou huacos peruanos em 1895 (1)
e reforgada pelos documentos do seculo XVI. Contudo, a discussao dos dados historicos
€ controversa, dividindo-se em dois grupos. Uma primeira corrente é representada pelos
defensores das chamadas evidéncias histdricas, conforme Jiménez de La Espada (1),
cujos argumentos se reforgam pelos estudos das representacbes de lesdes feitas em
objetos de ceramica. Um outro grupo de estudiosos refuta essa teoria, alegando que os
cronistas n&o tinham conhecimento técnico-cientifico para confirmar o diagnostico e,

portanto, fizeram vagas descri¢des sobre o mal (1).
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Thomas-Soccol et al.(3) propuseram a chamada teoria monofilética para origem das
leishméanias , baseando-se em estudos de DNA mitocondrial de vinte espécies diferentes
de leishmanias do mundo e consideram que os subgéneros Viannia e Leishmania tiveram
origem comum, remontando aos periodos cretaceo e jurassico, ha 120 milhdes de anos,
quando os continentes estavam unidos na pangéia. Contudo, a quest&do sobre o local de
origem das espécies de Leishmania continua controversa, entre as regides neotropical,

paleoartica ou africana (4).

A primeira referéncia sobre a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil
encontra-se no documento da Pastoral Religiosa Politico-Geografica de 1827, citado no
livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de
Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo

as regides do vale amazdnico (1)

O primeiro a observar o parasito do género Leishmania foi Cunningham, em 1885, na
india, em casos de leishmaniose visceral. No novo mundo, foram inicialmente designadas
como “botdo do oriente”. No Brasil, Cerqueira, em 1855, observara a existéncia da
moléstia da pele, identificando-a clinicamente como botao de Biskra. Em 1895, na Italia,
Breda, descreveu a moléstia em italianos provenientes de Sao Paulo. Os primeiros
registros da LC sulamericana foram feito por Lindenberg em 1909 (5).

No Brasil, a natureza leishmaniotica das lesbes cutaneas e nasofaringeas s6 foi
confirmada, pela primeira vez, em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas de duas
Leishmania idénticas a Leishmania tropica (leishmaniose do Velho Mundo, descrita por
Wright, em 1903) em lesdes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas do interior
do estado de Sao Paulo (1)

A teoria de Marzochi et al. (6) sobre a origem amazodnica da L. (V) braziliensis defende
que a doenga se dispersou primeiro para a selva alta e posteriormente para as terras
guentes interandinas, através dos limites da Bolivia e do Peru com o Brasil. As diversas

migragdes humanas que interligaram as regides andina e amazoénica teriam disseminado
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a infecgdo a partir de periodos arqueologicos como referem as ceramicas pré-incaicas.
Segundo essa teoria, baseada em estudos epidemioldgicos e de distribuicdo geografica
desta espécie em diferentes ecossistemas, a doenga humana no Brasil iniciou na regiao
amazobnica ocidental, principalmente ao sul do rio Marafion-Solimées-Amazonas e que o
processo de dispersao para outras areas do Brasil € recente e ocorreu principalmente
durante o ciclo econdmico da borracha, entre 1880 e 1912, que atraiu milhares de
nordestinos para a regido. Apos o declinio desse ciclo, essa populagéo retornou as suas
origens, atraida pela expanséao do cultivo do café, migrou por volta de 1930, para a Regiao
Sudeste, periodo em que se iniciou a grande epidemia da LTA (1)

1.2 Epidemiologia

As leishmanioses compreendem um grupo de doengas doengas crbnicas infecto-
parasitarias, causada por diversas espécies de parasitas pertencentes aos género
Leishmania, de apresentacao polimorfica, variando desde lesbes de pele com evolugao
autolimitada até a forma visceral fatal (7) A LTA é a forma mais comum e pode afetar a
pele, cavidade oral, nasal, faringe e laringe (8). Esta entre as seis doencgas infecto-
parasitarias mais importantes no mundo e é considerada negligenciada pela Organizag&o
Mundial de Saude (9,10). Constitui um problema de saude publica em 88 paises,
distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) (11,12). Estima-se
que existam 12 milhdes de pessoas infectadas no mundo e 2 milhées de casos por ano,

sendo 1,5 milhdes casos de leishmaniose tegumentar.

A LTA ocorre nas Américas, do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, com
excecao do Uruguai e do Chile. No continente americado, a incidéncia estimada varia de

187.200 a 307.800 casos, dos quais quase 40% ocorrem no Brasil (13)

Em 2019, os paises com maior numero de casos notificados nas Americas foram Brasil
(15.484), Coldmbia (5.907), Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia (Estado
Plurinacional da) (2.052), que juntos representam 77% dos casos na Regidao (14). No

Brasil, a analise epidemiologica da doenga do ano de 2007 a 2017 (os dados mais
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recentes) mostra que a LC esta atualmente presente em todos os estados brasileiros em
todas as cinco regides, com um total de 235.301 casos notificados. O norte e as regides
Nordeste sdo as mais afetadas, com 101.332 e 72.395 casos notificados,
respectivamente. Em 2015, a regido Norte apresentou o maior coeficiente de
incidéncia(51,1 casos / 100 mil habitantes), seguido pelo Centro-Oeste (19,0 casos /
10.000 habitantes) e Nordeste (9,1 casos / 100.000 habitantes) (9). Os estados do Para e
Amazonas em o norte responde por 58% de todos os casos(15). De acordo com o boletim
epidemioldgico produzido pela Vigilancia Sanitaria do Departamento no Brasil, mais de
300.000 casos de LCA foram registrados entre 2003 e 2018, com média anual de 21.158
(16).

Na regido Norte do Brasil, o estado do Amazonas (AM) possui uma incidéncia
especialmente alta de casos e transmissao, que esta frequentemente relacionado ao tipo
de ocupacao exercida pela maioria dos individuos acometidos, atividades de extracao
vegetal, desmatamento desordenado e programas de lazer florestal. Devido a estes
atividades, os humanos se expdem ao ciclo selvagem da doenga e acabam se infectando
(17).

No Estado do Amazonas o municipio de Manaus é responsavel por cerca de 60% dos
casos de LTA (18,19) a grande maioria originado principalmente da periferia da regido
metropolitana de Manaus e procedente das estradas - AM 010 e BR 174, que ligam
Manaus a Itacoatiara e Boa Vista, respectivamente, principalmente em trabalhadores de
assentamentos agricolas nessas localidades. Outra atividade que contribui com um
numero significativo de casos de LC é o treinamento realizado por organizagdes militares
na selva (17,20)

Nesse estado, a LTA é primariamente uma zoonose, com ciclo de transmiss&o ocorrendo
entre os flebotomineos e os animais silvestres. Na maioria das vezes, o homem se infecta
ao alterar o ambiente interpondo-se ao ciclo silvestre ao penetrar nesse ecossistema
(20,21). Na periferia de Manaus, o nivel de exposi¢do dos individuos acometidos esta

relacionado diretamente a processos de ocupacdo desordenada ou as chamadas
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invasdes. Nesse contexto, a ocorréncia da leishmaniose tegumentar costuma predominar
em lugares de assentamentos populacionais recentes e relacionados a desmatamentos
em populagdes préoximas a areas de floresta primaria, onde a Leishmania (Viannia)
guyanensis é enzootica. (22)

A transmissao também ocorre no intra e no peridomicilio justificada pela proximidade com
as areas de floresta, pois grande parte das casas em assentamentos populacionais
recentes é construida a menos de 100m da orla da floresta e os individuos sao alcangados
pelo raio de agao dos vetores, que chegam as casas também atraidos pela luz. (20,23)

A Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), autarquia do
estado do Amazonas, atende em média 54,2% dos casos de leishmaniose do estado,
sendo a maioria procedente da periferia da cidade de Manaus e das margens das duas
rodovias supracitadas (18—-20). O numero crescente de desmatamento da area urbana
periférica, com assentamento de casas proximos a fragmentos florestais, tem contribuido

para aumento de casos de leishmaniose na capital (22)

1.3 Etiologia

A LTA é causada por espécies de Leishmania, parasito intracelular obrigatorio das células
do sistema fagocitico mononuclear, com duas morfologias principais: uma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra aflagelada ou
amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados. O género Leishmania
compreende um numero crescente de espécies, atualmente cerca de 30, das quais cerca

de 20 causam doengas em humanos (21,24)

Até a presente data, sete espécies de Leishmania causadoras de doenga tegumentar
foram identificadas no Brasil, sendo seis do subgenero Viannia e uma do subgenero
Leishmania apenas a Leishmania (Viannia) lindemberg ainda ndo foi registrada no
Amazonas (15,21).

1. Leishmania (Leishmania) amazonensis: agente etioldgico de LTA, incluindo a
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forma anérgica ou leishmaniose cutédnea difusa. Seus reservatorios s&o roedores e
marsupiais.

2. Leishmania (Viania) braziliensis: é a espécie de maior prevalencia no homem e
pode causar lesées cutaneas e mucosas. E encontrada em todas as zonas endémicas do
Pais, desde o norte até o sul, tanto em areas de colonizagdes antigas ou recentes, estando
geralmente associada a presenga de animais domeésticos.

3. Leishmania (V.) guyanensis: causa sobretudo lesdes cutdneas. Ocorre na margem
norte do Rio Amazonas em areas de colonizagao recente, estando associada com
desdentados e marsupiais.

4. Leishmania (V.) lainsoni: registrada apenas na Amazénia, Para e Amazonas, tem
a paca como animal suspeito de reservatério natural.

5. Leishmania (V.) lindenbergi: recentemente descrita no estado do Para a partir de
um surto em um grupo de militares em area de selva, parece associada ao vetor Lutzomyia
(Nyssomyia) antunesi

6. Leishmania (V.) naiffi: ocorre na Amazonia, nos Estados do Para e Amazonas,
tendo o tatu como reservatoério natural. O parasito causa LTA de evolugéo benigna.

7. Leishmania (V.) shawi: responsavel por casos esporadicos no Amazonas e Par3,
tem como reservatérios varios animais silvestres como macacos, preguicas e

procionideos.

No Brasil, as espécies mais importantes sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, que é a
principal espécie causadora da LTA encontrada em todo o pais e a Leishmania (Viannia)
guyanensis, principal agente etiolégico das formas tegumentares da leishmaniose na
regido amazénica (19,25,26)

1.4 Dinamica de transmissao

A interacdo reservatoério-parasito € considerada um sistema complexo, na medida em que
€ multifatorial, imprevisivel e dindmica, formando uma unidade biolégica que pode estar
em constante mudanga em fungao das alteragées do meio ambiente (5). Consideram-se

reservatorios, as espeécies de animais que garantem a circulagdo de Leishmania na
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natureza dentro de um determinado de tempo e espago. Entre eles estdo os insetos
vetores denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Genero Lutzomyia, conhecidos popularmente,
dependendo da localizagdo geografica, como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre
outros (9), os reservatérios incluem varias espécies de mamiferos principalmente
silvestres (4,22,27).

1.4.1 Vetores

No Brasil, os principais vetores sdo a Lutzomyia intermédia e Lu. whitmani, implicadas na
transmissdo da Leishmania (V.) braziliensis, a Lutzomyia flaviscutellata e Lu. olmeca
nociva na transmissao da Leishmania (L.) amazonensis e a Lutzomyia umbratilis e Lu.
anduzei, implicadas na transmissao da Leishmania (V.) guyanensis (9,28). A transmissao
da leishmaniose tegumentar americana na regido de Manaus é atribuida as Lutzomyia
umbratilis e Lutzomyia anduzei, considerados, respectivamente, vetores principal e
secundario da L. (V.) guyanensis (28). No ciclo silvestre do estado do Amazonas, o vetor
Lutzomyia umbratilis tem o habito de se alimentar de sangue de preguicas e outros
animais que ficam na copa da floresta durante a noite e que descansam nas bases das

arvores durante o dia (29) (5)

1.4.2 Reservatorios

Infecgbes por Leishmania que causam a LT foram descritas em varias espécies de animais
silvestres, sinantropicos tais como o Tamandua tetradactyla (tamandua), Proechimys sp.
(rato silvestre) e o Didelphis marsupialis (gamba). Na Amazénia brasileira e em alguns
locais da Guiana Francesa nas areas de floresta primaria, dentre os possiveis
reservatoérios silvestres da L. (V.) guyanesis, a preguiga (Choloepus didactylus), tem sido
apontada como o principal (18). Os parasitas podem ser encontrados na pele e nas
visceras desses animais. D. marsupialis adquire especial importancia em areas de floresta
alteradas pelo homem com uma taxa de infecgao na regido de Manaus de mais de 20%

(18,19).- Trata-se de um animal com uma alta tolerancia a presenga humana, que se
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alimenta de lixo doméstico e se interpdes entre o meio florestal, onde se infecta, e o

ambiente humano, onde serve de fonte de infec¢ao para os flebétomos ali presentes .

1.5 Fisiopatologia e imunologia da doenga

Vetores infectados, ao realizarem o repasto sanguineo no homem, inoculam formas
promastigotas da Leishmania juntamente com sua saliva. Os neutréfilos representam o
primeiro grupo de leucdcitos a chegar ao local da infecgao e recrutam macrofagos, células
onde os protozoario invadem e se proliferam (30). Essas células imunes fagocitam o
parasita, migram para o linfonodo e transformam-se em células dendriticas maduras para
apresentarem o antigeno processado para as células T e liberam IL-12, citocina essencial
para indugdo da resposta Th1 (25). Esta bem estabelecido, através de estudos em
murinos, que a resisténcia a leishmaniose cutdnea esta associada ao desenvolvimento de
resposta T-helper tipo 1 (Th1) caracterizada pela produgao de IL-12 e IFN-y, enquanto as
cepas genéticas que induzem a resposta Th2, com liberagao de citocinas IL-4 e IL-10, sdo
suscetiveis a formas de menor resisténcia (31,32).

A resposta celular de padrdo Th1, orquestrada pela IL-12 e pelo IFN- y recruta
macrofagos, células NK, CD4+ e CD8+ para o sitio da infecgao. Outra citocina importante
na resposta Th1 &€ o TNF cujo papel na resposta imune da LC inclui secrecdo de
metaloproteinases e oxido nitroso, liberagcdo de citocinas pro-inflamatdrias, indugéo de
apoptose e citotoxidade nas células infectadas. O perfil de citocinas e padrdes de resposta
Th1 ou Th2, nas fases iniciais da resposta imune do hospedeiro contra o parasita € crucial
para a evolugao clinica. A IL-4, IL-10 e a IL-13 sdo marcadores da resposta humoral,
pouco eficaz na eliminagcao de parasitas intracelulares e responsavel pela manutencao da
infecgdo. Os Assim, enquanto na LC localizada existe uma resposta Th1 predominante,
na leishmaniose cutanea difusa a resposta Th2 é dominante (32,33).
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O desenvolvimento de uma resposta Th1 conduzida pela produgéo de IL-12 e IFN-y
acoplada ao recrutamento de células efetoras compreendendo macréfagos, células
NK,células CD4 + e CD8 + para o local da infec¢ao sao criticas para o controle de LC (34).

Em contraste com seus papéis de protecdo, a producdo excessiva de citocinas e
quimiocinas proé-inflamatdrias promove a expressdo de moléculas de adesao, levando ao
recrutamento amplificado de células do sangue. Esse processo contrubui para o aumento
da resposta inflamatdria que pode resulltar em maior dano tecidual e gravidade da doenga
(34).

Existe uma correlacdo entre tamanho da lesdo na LC e taxa de producao de citocinas
inflamatdrias (35) e estudos mostram que a quantidade de TNF-a e IFN-& diminuem no
sitio da infecgéo apds a terapia e a cura da leséo (31,36,37).

Espir et al.(2014) avaliaram a produgéao de citocinas em pacientes com LC infectado com
diferentes Leishmania spp. Eles observaram altos niveis de IL-2 e de IFNy no grupo de
pacientes infectados com L. guyanensis. No entanto, tem sido demonstrado que lesdes
causadas por L. guyanensis também podem apresentar alta quantidades de citocinas Th2,
especialmente |IL-13. Esta citocina pode inibir a expressao do receptor de IL-12 em células
T levando a uma resposta imune Th1 deficiente (38,39). Bourreau et al (38) demonstrou
que as ceélulas T regulatdrias (Treg) se acumulam preferencialmente na fase inicial
(duracao da lesao inferior a 1 més) da LC causada por L.guyanensis e os niveis de
transcricbes de mMRNA Foxp3 séo significativamente maiores em amostras de pacientes
com lesdes crbnicas sugerindo um papel critico das células Treg intralesionais na LC
cronica. Células Treg intralesionais de pacientes com fases agudas e crbénicas de LC
parecem ter fungdes supressoras in vitro, uma vez que inibem a liberacdo de interferon
gama (IFN-) produzido por linfocitos T CD4 (38).

Um perfil de resposta predominantemente Th2 foi encontrado em pacientes infectados
com L. guyanensis em area endémica ao norte do rio Amazonas(30). Nesses pacientes,

o reconhecimento de antigeno reduzido ou n&o detectavel foi associado a altos niveis de
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IL-10 e IL-5 bem e baixos titulos de anticorpos (30). A infecgéo por L. guyanensis afeta a
expansdo de clones de linfécitos T especificos para antigenos, causando baixa
proliferacao de linfocitos e diminuicdo da producao de IFNy. A indugao de altos niveis de
citocinas do perfil Th2 altera as respostas do tipo Th1, permitindo a replicacéo do parasita.
Desse modo, os baixos niveis de respostas imunes celulares e humorais durante a
infeccdo causada por L. guyanensis podem explicar a alta carga parasitaria nos tecidos e
a recorréncia da doenga quando comparada a infec¢ao causada por L. braziliensis (30).

Considerando a regulagao das respostas imunes durante a infecgéo por L. guyanensis, a
expressao de citocinas supressoras tem sido documentada, principalmente em pacientes
com falha terapéutica. Alta expressao de IL-10 em lesbes LCL causadas por L. guyanensis
foi associado a falha no tratamento com pentamidina (40). Além disso, pacientes com LC
por L. guyanensis ndo tratados ou pacientes que apresentaram falha no tratamento
mostraram auséncia de resposta de células T especificas a IL-12. Esses resultados

sugeriram que a falta de resposta de IL-12 contribui para a persisténcia de parasitas (40).

A citocina IL-10 tem um papel regulador durante as respostas imunes envolvendo a
inibicao de mediadores inflamatdrios e a ativagédo de mondécitos / macréfagos necessarios
para controlar a imunopatologia na LC. Além disso, a produgéao de IL-10 por células T
reguladoras esta associada a persisténcia do parasita e reativagéo da doenga (Mendez et
al. 2004). Kariminia et al. (41) demonstraram que células mononucleares de individuos
saudaveis infectados com L. guyanensis in vitro produzem o fator de crescimento
transformador B (TGF[), uma citocina que promove a escape de parasitas de mecanismos
de protecéo durante e infecgdo murina pela inibicdo de macrofagos.

O outro fator de importante que influencia a imunopatologia da doenga € a presenga do

virus de RNA (LRV), que é um fator de viruléncia chave associado com o desenvolvimento
de formas graves e resistentes de leishmaniose mucocutanea (42). Esses virus séo
capazes de mediar a intensidade da manifestagao da doenca por mecanismos de ativagao

do receptor toll-like 3 (TLR3). Na LC causada por Leishmania guyanensis, 0 acido nucléico
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do virus RNA de Leishmania (LRV1) atua como um potente imundgeno inato, provocando
uma resposta imune hiperinflamatéria por meio do receptor 3 Toll-like (TLR3). A cascata
inflamatoria resultante aumenta a gravidade da doenga, a persisténcia do parasita e talvez
até resisténcia a drogas antileishmania (34).

1.6 Aspectos clinicos

O espectro clinico da LT em humanos varia de formas assintomaticas e subclinicas a
formas cutaneas classificadas como leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose cutanea
(LC), leishmaniose cutanea disseminada e leishmaniose cutanea difusa (43) (3). As
manifestacdes clinicas da doenca sao determinadas por interagdes entre o hospedeiro, a
espécie de Leishmania envolvida e a resposta imunologica do individuo infectado. ALC é
a apresentacgao clinica mais comum da LT no mundo, e responsavel por mais de 90% dos
casos no Amazonas (20) (2).

Os sintomas da LC se desenvolvem cerca de 2 a 8 semanas apdés a picada do
flebotomineo infectado, dependendo da espécie infectante. A linfadenopatia pode se
desenvolver como a primeira indicagdo da doenca, especialmente no caso de infecgdes
por L. (V.) braziliensis. A LC caracteriza-se, inicialmente, por uma papula eritematosa,
unica ou multipla, que evolui para ulcera com bordas elevadas, contornos regulares e
fundo com granulagdes grosseiras, podendo estar recobertas por exsudato seropurulento.
Manifestagdes clinicas atipicas como verrucosas, papulosas, sarcoidicas, impetigoides,
tuberosas e gomosas nao s&o incomuns e esse polimorfismo morfolégico dificulta o
diagnéstico clinico nos casos de evolugao cronica, quando o encontro de parasitas no
tecido é dificil de visualizar. Ao redor da lesédo principal, podem surgir infiltragdes. O
acometimento linfonodal nas formas cutaneas € comum e pode acometer o trajeto linfatico
adjacente a lesao, assumindo um aspecto esporotricoide (44). Eventualmente, pode haver
formagao de ulceras no trajeto, porém ndo e comum observar a formagao de gomas, com
supuragao e fistulizagdo das lesdes (44). Em muitos casos, as lesdes sao capazes de
autocura sem tratamento. No entanto, a cicatrizagdo pode ocorrer apds varios meses a

anos e resulta na formagéo de uma cicatriz deprimida e hipopigmentada. A resolugéo da
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lesdo nao corresponde a uma cura estéril, pois parasitas ou DNA do parasita podem ser
encontrados nas cicatrizes de pacientes curados, anos apés o tratamento eficaz com cura
clinica (45).

Em até 2% dos casos pode ocorrer a disseminagao das lesbes cutdneas caracterizadas
pelo aparecimento de multiplas lesées em diferentes segmentos corporais, envolvendo
com frequencia a face e o tronco. A disseminacdo ocorre posteriormente ao
desenvolvimento das lesoes primarias, provavelmente por disseminacao do parasito por
via hematogénica ou via linfatica, entretanto na Amazonia isso pode ocorrer em

decorréncia de multiplas inoculagdes pela picada dos vetores (9,24,46).

A leishmaniose mucosa apresenta lesbes no revestimento mucoso das vias aéreas
superiores e podem ser ulceradas e perfurantes ou vegetantes e necréticas. O
acometimento do septo nasal costuma preceder o das demais estruturas e quando ocorre
a destruicdo dessa regiao, ocorre o desabamento do nariz conferindo aos doentes o
aspecto conhecido como nariz de tapir ou de anta. Sintomas como obstrugdo nasal,
epistaxe, disfonia e rinorréia sdo comuns. Pode ocorrer a destruicdo da Ossea e
cartilaginosa das estruturas acometidas e ocasionar deformidades, problemas na
degluticdo, fonacgdo, respiragdo, além de morte devido complicagbes respiratorias
(9,24,46). No Brasil, a principal espécie relacionada a Lc mucosa € a L.brasiliensis, no
entando, Guerra et al (19) isolaram L. guyannensis em 1/3 de uma série de casos de Lc

mucosa registrados na Amazonia.

A forma difusa compreende a manifestag&o clinica do polo anérgico da resposta imune.
Caracteriza-se pela presenga de placas, papulas e ndédulos, de aspecto infiltrativo,
disseminadas pelo tegumento. Evolug&o crbnica, insidiosa e refratariedade ao tratamento

sao aspectos marcantes dessa forma de leishmaniose tegumentar. (9)

O principal agente etiolégico da regido amazdnica € a Leishmania guyanensis, em
contraste com a Leishmania brasiliensis, que predomina nas demais regides do pais (43)

(3). No estudo de Naiff et al. (47), das espécies de Leishmania identificadas de 65
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individuos portadores de leishmaniose tegumentar americana da regido amazobnica
brasileira, a L. (V.) guyanensis foi encontrada em 83% dos casos, dos quais, 91%
apresentavam les&o cutanea. Essa diferenca etioldgica é responsavel por peculiaridades
nas caracteristicas clinicas das lesbées causadas pela L. (V) guyanensis, como presenga
de ulceras menores e mais nhumerosas, acometimento frequente dos linfonodos, encontro
de grande quantidade de parasitas nas lesbdes cutaneas e pior resposta terapéutica aos
antimoniais (48). Além disso, o acometimento mucoso & pouco frequente e as lesdes
cutaneas predominam nas areas expostas ao vetor como nos membros inferiores (29,48).
A LC causada por L. braziliensis apresenta resposta linfoproliferativa exacerbada com
producéo elevada de IFN-y enquanto que as infec¢des por L. guyanensis parecem induzir
liberacdo de citocinas antiinflamatarias, como IL-10, permitindo a replicagdo continua do
parasita (30). Essa diferengca resulta na relativa escasssez de formas amastigotas
detectadas nas lesdes cutdneas causadas por Leishmania brasiliensis e elevada carga
parasitaria na CL causada por L. guyanensis (49). Clinicamente, essa diferenca na
resposta imunoldgica entre as espécies parece ser responsavel por diferengas na
apresentacao das lesdes: no caso das lesdes por L. guyanensis, as ulceras sdo mais
rasas, predominando tecido fibrinogranuloso no fundo da ulcera, bordas menos elevadas
e menores dimensodes além de reepitelizacdo mais rapida quando comparada as lesdes

ccausadas por L. brasiliensis (48,50).

1.7 Diagnéstico

O diagnostico definitivo da LC requer demonstragédo do parasito ou de seus produtos em
amostras coletadas do local da lesdo. No entanto, diversos fatores influenciam na
sensibilidade dos métodos diagnosticos e, por isso, a corregdo clinica, laboratorial e
epidemioldgica é essencial quando ndo € possivel detectar o agente etiolégico. A chance
de se encontrar o parasita € inversamente proporcional ao tempo de duragao da lesao e
a sensibilidade do método nos casos produzidos por L. braziliensis esta em torno de 100%
nos dois primeiros meses de evolugao, 75% aos seis meses e 20% acima dos 12 meses
(46).
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O diagndstico laboratorial das leishmanioses inclui os métodos diretos de observacao do
parasito, que podem ser obtidos por meio de: escarificado de lesdo com exame em lamina
de vidro corado pelo GIEMSA; isolamento do parasito em meios de cultura, a partir de
fragmentos de bidpsia e/ou aspirado de leséo; Imprint em lamina de vidro a partir de
material coletado de bidpsia de pele ou mucosa e visualizagcdo do parasito em cortes
histologicos de biopsia e a pesquisa do DNA do parasito pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (46,51,52).

Os métodos indiretos incluem: o exame histopatolégico, que pode ser considerado
compativel com leishmaniose de acordo com o aspecto histopatolégico encontrado; a
sorologia, onde sdo mais utilizados a Reagao de Imunofluorescencia Indireta (RIFI) e os
ensaios imunoenzimaticos (enzyme linked immunosorbent assay-ELISA) (53,54).

Anticorpos monoclonais especificos tém sido usados ha varios anos para identificar
Leishmania spp. e tem demonstrado alta especificidade na caracterizacdo de espécies
deste parasita, comprovando de forma inequivoca sua identificagao (21).

A técnica de eletroforese compde o arsenal da biologia molecular para identificacdo das
espécies de leishmania. Esta técnica visa determinar as variagdes entre proteinas
mediante a migragao diferencial destas quando submetidas a uma corrente elétrica.
Através das diferencas na mobilidade eletroforética das proteinas, que podem ocorrer em
funcdo da carga elétrica, forma estrurural ou peso molecular & possivel distinguir os
organismos. A dificuldade na interpretacao dos resultados, devido ao perfil complexo de
bandas que sdo obtidas na analise eletroforética de proteinas, passou-se a utilizar
proteinas de acédon enzimatica(21)

A eletroforese de enzimas (multilocus eletroforese enzimatica, MLEE) € um método
considerado como padrdo-ouro na caracterizacdo de cepas de Leishmaniae e constitui
ferramenta util para caracterizar categoricamente o parasita, revelando polimorfismos que
expressam fenotipos de variagdes populacionais e permitem classificar taxonomicamente

as diferentes espécies de Leishmania (21,26).
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1.8 Tratamento

A terapia para LC varia de topica a sistémica; por exemplo, a termoterapia local, por
exemplo, é associado a alta eficacia em CL no Velho Mundo (55). Limitagbes como o
tamanho das ulceras, lesdes na face e risco de progressao para a forma mucosa em areas

de transmisséo de L. braziliensis impde intervencao sistémica (55).

Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos no Brasil por Gaspar Vianna em 1912 e
sdo utilizados no tratamento da leishmaniose desde 1945. Seu mecanismo de acgao é
pouco conhecido. In vitro, apresentam pequeno efeito sobre as leishmanias mas em
modelo animal sua acdo depende de fatores como subtipos de células linfécitos T e
citocinas. Questiona-se a possibilidade de estimularem mecanismos imunoldgicos do
individuo parasitado, como aumento da atividade macrofagica, incremento na produgéo
de citocinas e apoptose de células infectadas (56,57). Outro mecanismo de agao aventado
€ a inibicdo de enzimas da via glicolitica e da oxidagao de acidos graxos do parasita (56)

N&o ha diferencas significativas na farmacocinética dos antimoniais em relagdo a via de
administragao e tanto a via intramuscular (IM) ou intravenosa (IV) pode ser utilizada (9).
O medicamento é administrado por via endovenosa ou intramuscular e € encontrado em
ampolas de 5 ml, contendo 81 mg de antimonio pentavalente (Sb+5) por mL, na dose de
15- 20mg/Kg/dia, com o limite maximo de 3 ampolas, durante 20 dias, conforme
recomendacgdo do Ministério da Saude (9) (1).

A taxa de cura nos casos de LC causada por L. guyanensis tratada com antiménio &€ em
torno de cerca de 50% e nos casos de LC causada por L. brasiliensis, tem-se observado
um declinico gradual nas taxas de cura. A resposta de pacientes ao tratamento com Sbv
pode variar de acordo com fatores como a cepa do parasito, o estado imunologico do
paciente e a forma clinica (29,48,58). Ja foram descritos casos de resisténcia in vitro e in

vivo a esses medicamentos. Os mecanismos intrinsecos desta “resisténcia” ainda nio
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estdo totalmente esclarecidos, mas, sabe-se que os parasitas podem ser induzidos a
adquirir resisténcia in vitro, através de sua exposicdo a doses crescentes de
estibogluconato de sédio (29). Estudos in vitro sugerem que a resisténcia pode ser
secundaria a presenca de uma P-glicoproteina nas leishmanias mutantes (59) . Um estudo
mostrou que os parasitas L. donovan, in vitro, com resisténcia aumentada aos antimoniais
desenvolveram um mecanismo para diminuir a atividade da enzima y-glutamilcistina (y-
GS) do hospedeiro e aumentar sua resisténcia ao estresse oxidativo incrementando sua
propria produgao de glutationa pela y-GS (60).

Alguns aspectos clinicos e epidemioldgicos sao descritos como fatores de risco de falha
terapéutica:sexo masculino, multiplas lesdes cuténeas, criangas e tempo de evolugao de

doenga maior que 4 meses (61,62).

Estudos do DNA do parasito tem mostrado sua ampla diversidade, incluindo subespecies
de L.(V.) brasiliensis. Variagbes genéticas de uma espécie podem resultar em diversidade

antigénica, da viruléncia, da patogenicidade e resisténcia as drogas (52).

Efeitos colaterais com antiménio s&o comuns e podem causar artralgia, mialgia,
inapetencia, nausea, vomito, sensacao de plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor
abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, insonia, choque pirogenico, edema,
hepatite com aumento de transaminases e fosfatase alcalina, insuficiencia renal aguda,
pancreatite e alteragdes dose-dependentes do eletrocardiograma (ECG), tais como
alteragao da repolarizagdo ventricular com inversdo do segmento ST-T, aumento do
intervalo QT (QTc), alteragbes isquemicas e extrasistoles bigeminadas, polimorfas e
polifocais. Arritmias fatais sdo raras, existindo poucos casos de morte subita,
provavelmente relacionados a arritmias ventriculares. O mecanismo da toxicidade
cardiaca atribunido aos Sb¥ € desconhecido e por isso ndo sao indicados, ou possuem

indicacao limitada em cardiopatas e nefropatas (56).

Na regido amazonica, a eficacia do antimoniato de meglumina € baixa e da pentamidina
tem sido indicada como droga de primeira escolha. Trata-se de um derivado sintético da

amidina, eficaz contra grande numero de protozoarios patogénicos, incluindo espécies de
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Leishmania. A descoberta da atividade antiprotozoaria das diamidinas foi consequente a
procura por compostos hipoglicemiantes que pudessem comprometer o metabolismo
energético de parasitas. Atualmente, e comercializada para uso humano apenas sob a
forma liofilizada de isotionato de pentamidina, em frascos contendo 300 mg do sal. O
mecanismo de acdo da pentamidina ocorreria por inibicao de diferentes processos
celulares, ainda nao totalmente elucidados. Recentemente, resistencia a pentamidina tem

sido descrita em tripanossomas e leishmanias.

Estudos revelam que enquanto a taxa de cura do CL causado por L. guyanensis com
antimonio versus pentamidina em dose Unica de 4mg/ Kg/peso foram semelhantes, 58,1%
e 55,5% respectivamente (63), a pentamidina aplicada na dose de 7mg/Kg/peso, em 3
doses, teve uma taxa de cura de 96,2% (64). Apesar da eficacia e recomendagéo do MS,
0 uso intra hospitalar da pentamidina dificulta o acesso e a adesdo ao tratamento de

muitos pacientes.

Outra opgéao terapéutica no tratamento da LC é a anfotericina B(AB), um antibiético
macrolideo poliénico, que interage com o ergosterol da membrana celular, formando poros
que alteram a permeabilidade celular e o balanco ionico, causando a morte da celula. E
considerada a droga de segunda escolha quando n&o se obtem resposta ao tratamento
com o antimonial pentavalente ou na impossibilidade de seu uso. E contraindicada a
administracao da anfotericina B em cardiopatas, hepatopatas e, especialmente,
nefropatas, exceto para as formas lipossomais. Os efeitos adversos mais frequentes sao

febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infuséo (41).

Em Manaus, capital do estado do Amazonas, estudo recente verificou que em pacientes
portadores de Leishmania (V.) guyanensis, a eficacia do Sbv no tratamento da LC é baixa,

com 58,1% de taxa de cura (35).

A miltefosina é uma alquilfosfocolina, analogo da fosfotidilcolina, originalmente utilizada
como antineoplasica, por suas propriedades antiproliferativas em células tumorais

particularmente no tratamento do cancer de mama metastatico. O potencial da atividade
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leishmanicida da Miltefosina iniciou em 1980 quando estudos em murinos mostratam a
interferéncia da droga no metabolismo de promastigotas de Leishmania donovani (65).
Estudos posteriores, testaram o medicamento por via oral em camundongos Balb/c,
inoculados com L. donovani e L. Infantum e obtiveram bons resultados. Estes resultados
estimularam o desenvolvimento de protocolos para o tratamento da LV, na Iindia. Foi a
primeira droga oral com eficacia comprovada para o tratamento da leishmaniose visceral
(41). Postula-se que a medicagao atua induzindo apoptose celular e module o sistema
imune por meio da ativagdo macrofagica (41). Em estudos, in vitro, contra promastigotas
e amastigotas de L. donovani, atua bloqueando o citocromo C oxidase que leva a alteragao
no potencial da membrana mitocondrial e, consequentemente, reduz o consumo de
oxigénio e producdo de ATP pelos parasitas. Além disso, inibe a enzima
fosfatidilétanolamina n-metil-transferase, responsavel pela biossintese da fosfatidilcolina.

Outro efeito da medicacao é a abertura de canais de calcio da membrana plasmatica e
efeito direto nos acidocalcisomas que resultam em grande acumilo de calcio intracelular
(66). Além dos efeitos no metabolismo da membrana celular, a miltefosina acentua a
citotoxicidade dos macrofagos, causando a morte do parasito na célula, pelo estimulo do
estresse oxidativo dos macréfagos e produgdo de produtos reativos do oxigenio como
H202 e superzindo O2, além de induzir a produgédo e liberagdo de interferon-gama,
principal citocina para a atividade macrofagica (41).

Lux et al. (67) mostraram que a sintese de lipofosfoglicano (LPG) e glicoproteina 63 (gp63)
encontra-se inibida em parasitas tratados com este farmaco. E possivel que este farmaco
também induza apoptose nos parasitas e altere as vias de sinalizagao cellular (68).

Em humanos, a biodisponibilidade absoluta, assim como a depuragao (clearance) e o
volume de distribuicdo ndo foram determinados até o momento, pelo fato da miltefosina
possuir atividade hemolitica e, portanto, ndo poder ser administrada por via endovenosa
(69). A miltefosina é absorvida, lentamente, no trato gastrintestinal. Apresenta a meia vida
plasmatica inicial € de uma semana e a meia vida plasmatica terminal € de quatro

semanas (70).
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Estudos recentes (48,56,71) (4)(10)(9) indicam que a miltefosina, administrada por via oral
€ a droga com maior eficacia para o tratamento de pacientes com LC ocasionada por L.
(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis em nivel ambulatorial.

Machado et al. (71) mostraram taxa de cura de 81,7% de LC com o uso da miltefosina
comparado a de apenas 60% no grupo tratado com antimonial. Dado semelhante foi
observado no ensaio clinico com miltefosina em pacientes com LC por L. (V.) guyanensis
em Manaus, onde a taxa de cura final com 6 meses foi de 71,4% no grupo tratado com

miltefosina comparado com 53,6% no grupo que usou Sbv (48).

Os principais efeitos adversos relatados com o uso da miltefosina séo os relacionados ao
tratao gastrointestinal como nauseas, vémitos e dor abdominal (48,71). Outras reag¢des
como elevagdo leve e transitéria das enzimas hepaticas e da creatinina sérica sao

comumente reportadas (72).

O uso da poliquimioterapia no tratamento de doengas causadas por agentes
intracelulares, a exemplo da tuberculose, hanseniase e leishmaniose, € indicada ha muito
tempo. Existem evidéncias de que tanto na leishmaniose cutdnea como mucosa a lesao
tecidual esta predominantemente relacionada a resposta imune do hospedeiro do que a
uma acao citotdxica do parasito. Estudos mostram que ativagcdo de células T e a
frequéncia de células T expressando TNF ou IFN se associam com o tamanho da ulcera
leishmaniotica (Todos trabalhos com GM-CSF) e o uso de agentes imunomoduladores
tem sido utilizado como coadjuvantes no tratamento (56,73-75).

O GM-CSF ¢é um fator de crescimento de células pluripotentes da medula éssea, com
capacidade de estimular tanto a resposta imunoldgica de linfécitos Th1 quanto Th2 (15)
(76). As principais células ativadas por GM-CSF sao os macrofagos que sao estimuladas
a proliferar na medula 6ssea, migrar até o tecido infectado e exercer sua atividade

fagocitica e de apresentacao de antigenos (73).
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In vitro, o GM-CSF mostrou potencializar a atividade leishmanicida dos macréfagos.
Estudos para testar sua atividade antimicrobiana demonstratam que ocorre a ativagao de
granulocitos neutrofilos e células natural Killers, induzindo a liberagcdo de metabdlitos
citotéxicos. Adicionalmente a sua atividade antimicrobiana, o GM-CSF tem a capacidade
de estimular a atividade de fibroblastos promovendo a fibrogénese e cicatrizacdo de
feridas (37,73,74).

Com relagdo ao mecanismo imunomodulatério do GM-CSF foi demonstrado que uma
linhagem de macrofagos produzem interleucina (IL) - 10 na presenga de GM-CSF .
Pacientes com LC localizada produzem altos niveis de interferon-g e fator de necrose
tumoral (TNF) -a que sédo importantes para matar o parasita. Contudo, essas citocinas
podem ser liberadas em excesso e podem ser responsaveis pela intensa resposta
inflamatdria e dano tecidual. GM-CSF pode induzir a liberagdo dessas citocinas, mas
também podem induzir IL-10, que poderia modular o resposta inflamatéria e dano tecidual

causado pelas citocinas pro-inflamatérias (77).

Recentemente, mostrou-se que mondcitos de pacientes usando miltefosina mais GM-CSF
aumentou a liberagao de espécies reativas de oxigénio, a capacidade de matar leishmania
e aumentou a proliferagédo de células CD4 e CD8 (78). O GM-CSF associado ao antimonial
tanto por via subcutanea como por via topica mostrou-se mais eficaz que o antimonial em
monoterapia, reduzindo o tempo de tratamento da LC e curando pacientes refratarios ao
antimonial (73,75)

As diferentes espécies de Leishmania apresentam respostas terapéuticas distintas a um
mesmo medicamento (48,49) (4,18). Atualmente as medicagdes disponiveis para o
tratamento de LC incluem medicamentos cujo uso torna-se limitado pelo potencial de
toxicidade, baixa eficacia, via parenteral exclusiva de administragcdo das drogas, o que
dificulta a adeséo e a regularidade do tratamento, especialmente por moradores da zona
rural, que enfrentam dificuldades de acesso a servigos de saude.

Neste contexto, impde-se a necessidade de estudos que proponham desenvolver
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tratamentos mais efetivos e por via oral com o objetivo de aumentar a taxa de cura,
diminuir a morbidade e 0 absenteismo causados pela doencga, além de diminuir o custo e

facilitar a adesao do paciente ao tratamento.

2. OBJETIVOS

Geral
Avaliar a eficacia e a efetividade da associagdo miltefosina com fator estimulador de
colénia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) no tratamento da LC.

Especificos

Avaliar se a associagao do GM-CSF aumenta a taxa de cura da miltefosina.

Avaliar se a associagdo do GM-CSF com miltefosina reduz o tempo de cicatrizacdo das
lesdes de LC.

Identificar a taxa de infeccéo por L.guyanensis e demais espécies causadoras da doencga
nos casos atendidos.

Avaliar a incidéncia e gravidade dos efeitos colaterais das medicagdes.

3. PRODUTO DA TESE

O produto dessa tese foi publicado na revista “International Journal of Infectious Diseases”
sob titulo: “Association of Miltefosine with Granulocyte and Macrophage Colony
Stimulating Factor (GM-CSF) in the Treatment of Cutaneous Leishmaniasis in the Amazon
Region: a randomized and controlled trial” DOI: https://doi.org/10.1016/,.ijid.2020.11.183
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Abstract

Objectives: To compare topical GM-CSF and miltefosine (G+M) versus placebo and
miltefosine (P+M) or parenteral meglumine antimoniate (MA) in the treatment of 150
patients with cutaneous leishmaniasis (CL) caused by Leishmania guyanensis in the
Amazon.

Design: A randomized and double-blinded clinical trial.

Results: At 90 days after initiation of therapy the cure rates were 66%, 58% and 52% for
the groups P+M, G+M, and MA respectively (p > 0.05). Cure rates at 180 days did not
differ. Healing time was similar in the 3 groups, but faster in the MA group compared to the
G+M group (p = 0.04). Mild and transitory systemic adverse events were frequent in all
groups (above 85%). Nausea (85%) and vomiting (39%) predominated in the miltefosine
groups; arthralgia (51%) and myalgia (48%) in the MA group. One patient (group MA)
stopped treatment after presenting fever, exanthema, and severe arthralgia.
Conclusions: Miltefosine did not present a higher cure rate than MA, and the association
of GM-CSF did not improve the therapeutic response. Nevertheless, due to its less toxicity,
easier administration, and a similar cure rate when compared with MA, miltefosine should
remain as one of the main drugs for treating CL due to L. guyanensis. (Clinicaltrials.gov
Identifier NCT03023111).
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guyanensis.

Introduction

Different species of leishmania cause leishmaniasis in Brazil but L. braziliensis and L.
guyanensis are responsible for the majority of cases of tegumentary leishmaniasis (TL),
that may affect skin and mucosal, being the most common in the latter group the nasal
mucosa (Amato et al. 2007). TL is composed by distinct clinical forms as cutaneous
leishmaniasis (CL), mucosal leishmaniasis (ML), disseminated leishmaniasis (DL) and
diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). In the Amazon region L. guyanensis is the main
causal agent of TL, while L. braziliensis predominate in the other regions (De Guerra et al.
2015). The cutaneous ulcer is the main characteristics of CL but the disease is more severe
in patients infected by L. braziliensis than L. guyanensis (Romero et al. 2001). CL caused
by L. braziliensis presents positive lymphoproliferative responses and higher IFN-
production but infections by L. guyanensis seems to induce a down-regulation of the
immune system allowing continuous parasite replication (Matta et al. 2009). While in CL
due to L. braziliensis absence or scarce number of amastigotes forms are detected, the
parasite burden in CL caused by L. guyanensis is high and amastigotes are easily
observed in material obtained by scarification of the lesion border (Romero et al. 2001).
The initial clinic manifestation in both diseases is a papular or nodular lesion, but while a
huge satellite lymph node is found in disease caused by L. braziliensis, adenomegaly is
small in CL caused by L. guyanensis (Romero et al. 2001). Moreover the ulcer in L.
braziliensis are more well-limited and the borders are more raised than in L. guyanensis

infection (Romero et al. 2001).

Therapy for CL range from topical to systemic; for instance, local heat therapy is associated
with high efficacy in CL in the Old World (Sadeghian et al. 2007), but limitations such as
the size of the ulcers, lesions in the face and risk to the disease progress to ML in areas of
L. braziliensis transmission indicates systemic intervention (Llanos-Cuentas et al. 1984;
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Blum J et al. 2012). Pentavalent antimony was first used over 70 years ago, but it is still

the main therapy for CL in South and Central America.

The recommended therapy for CL in Brazil is meglumine antimoniate, but the response is
quite variable dependent of the species of the leishmania and the region where the disease
is documented. For instance, in the Southeast and in the Northeast of Brazil, L. braziliensis
is the main causal agent of CL but while response to therapy is observed in more than 90%
of the patients in the Rio de Janeiro state (Saheki et al. 2017), the cure rate range from 48
to 60% in the endemic area of Corte de Pedra in Bahia (Machado et al. 2010; Prates et al.
2017).

In the Amazon region the efficacy of meglumine antimoniate is low and pentamidine has
been used as the first choice drug. While the cure rate of CL caused by L. guyanensis with
antimony versus pentamidine in a single dose of 4mg/Kg/weight were similar, 58.1% and
55.5% respectively (Neves et al. 2011), pentamidine (7mg/Kg/weight) applied in 3 doses
had a cure rate of 96.2% (Gadelha et al. 2018).

Both meglumine antimoniate and pentamidine have high rate of adverse reactions which
are dose dependent (Chrusciak-Talhari et al. 2011; Gadelha et al. 2015).

Considering all the challenges involved in CL therapy, the development of new drugs and
strategies is an important issue in CL regardless of the species and country. Miltefosine
acts by blocking cytochrome C oxidase which results in changes in mitochondrial
membrane potential, reducing oxygen consumption and ATP levels in L. donovani (Luque-
Ortega and Rivas, 2007). Additionally it also inhibit phosphatidylethanolamine N-methyl-
transferase and consequently the biosynthesis of phosphatidylcholine (Rakotomanga et al.
2007). Miltefosine also increases phagocytosis and induces IFN-y production, the most
important cytokine that activate macrophages to kill Leishmania (Jha et al. 1999; Wadhone
et al. 2009; Ponte et al. 2012). We have previously shown in CL caused by L. guyanensis
that the cure rate with miltefosine (71.4%) was higher than with meglumine antimoniate
(51.6%) (Chrusciak-Talhari et al. 2011). There are also evidences that intra lesional or

subcutaneous administration of GM-CSF enhances the cure rate of CL treated with
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meglumine antimoniate (Santos et al. 2004; Almeida et al. 2005). GM-CSF enhances
phagocytosis and leishmania killing (Shi et al. 2006). Recently we show that monocytes
from patients using miltefosine plus GM-CSF increased the respiratory burst, the ability to
kill leishmania and increased proliferation of CD4 and CDS8 cells (Peixoto et al. 2020).

The present study is part of a multicentric project aimed to determine if the combination
miltefosine with GM-CSF enhances the cure rate of CL caused by L. braziliensis or L.
guyanensis. Here we show data from a clinical trial comparing miltefosine plus GMCSF
versus miltefosine plus placebo versus meglumine antimoniate in the treatment of CL

caused by L. guyanensis.

Patients and Methods

Type of Study, Case Definition and Study population

A randomized placebo-controlled trial with 3 groups of CL patients comparing the efficacy
of oral miltefosine combined with topical placebo (M+P), oral miltefosine combined with
topical GM-CSF (M+GM) and intravenous meglumine antimoniate (control group). The
study was registered at clinicaltrials.gov under NCT03023111. CL was defined by the
presence of at least one ulcerated lesion in any part of the body, with documentation of the
presence of Leishmania amastigotes in the slit skin smears obtained from the borders. This
study included 150 CL patients and was conducted from June 2018 through February 2020
at the dermatology outpatient clinics of Heitor Vieira Dourado Tropical Medicine
Foundation (FMT-HVD) in Manaus, Amazon State.

The majority of patients (83%) came from endemic areas located in the rural and suburban
areas of Manaus municipality, 14.6% from other municipalities and 2% from other states

(Rondonia and Mato Grosso).

Study Design
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The inclusion criteria were age from 18 to 65 years, one to five ulcers ranging from 10 to
50mm of diameter, deviation of illness between 30 to 90 days, with no previous treatment.
Exclusion criteria were evidence of chronic diseases, patients with diagnosis of HIV or in
use of immunosuppressive drugs, pregnancy or breastfeeding mothers, women in the
fertile age who did not accept to use parenteral contraceptive and subjects with no ability

to understand or no desire to sign the informed consent.

Patients were randomized according to a computer list obtained in
www.randomization.com and allocated at a ratio of 1:1 into 3 groups, each with 50 patients.
The group 1 was treated with miltefosine (ImpavidoTM, Paesel + Lorei, Rheinberg,
Germany) at a dose of 2.5mg/Kg of body weight (maximum daily dose of 150mg), 3 times
a day for 28 days plus placebo (polycarbophil gel twice a day per 28 days). The group 2
was treated in the same dose of miltefosine plus topical GM-CSF (polycarbophil gel 0.01%,
twice a day per 28 days). Patients were instructed to clean the ulcers with water and soap
before applying the gel. Both the topical GM-CSF and placebo were produced by the 4G
Company, Porto Alegre, Brazil. The group 3 was treated with meglumine antimoniate
(GlucantimeR, Sanofi-Aventis) in the daily dose of 20mg/Kg by intravenous route once a
day for 20 days. Women in childbearing age were included only after a negative beta HCG

test to excluded pregnancy and used a parenteral contraceptive during 3 months.

The rhGM-CSF was purified according to Schwanke et al 2009. Ointments were prepared
on 1.5% (w/w) aqueous polycarbophil gel containing 10 ug/g of rhGM-CSF. Placebo was
prepared on the same way, without the rhGMCSF. This concentration was the same used
in our previous trials (Santos et al. 2004; Almeida et al. 2005), and we have decided to use
this different application formula and schedule to facilitate adherence and avoid additional
visits to the clinics.

Laboratory Procedures

1. Identification of amastigotes in tissue
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Skin fragments were collected from the border of the ulcer by scarification and the smear
was visualized by optical microscopy by Giemsa stain. Skin biopsies were performed in
the lesion border by 4mm punch. The material was divided in two parts being half used for
culture in the NNN medium and half added to RNAlater solution for PCR.

2. PCR for determination of Leishmania species

DNA extraction was performed using a commercial Quiagen® kit and molecular
identification was performed from the Polymerase Chain Reaction (PCR), with the help of
the primers described by Marfurt et al. (5’-TAT TGG TAT GCG AAA CTT CCG-3 and 5'-
ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA GCG-3’) (REF). The DNA solution was amplified in a
final volume of 25ul, containing 10x PCR Buffer; 50Mm Mgcl; 50Mm of Fme; 50Mm of
Rme; 10mM of DNTPs; 2U of Taq polymerase. The PCR conditions were 5 min at 94 ° C
followed by 40 cycles of 30 seconds at 94° C, 15 seconds at 55° C and 10 seconds at 72°
C, finally, a single 5 minute cycle at 72° C The PCR products were separated on a 2%
agarose gel. The PCR product will then be sequenced in an ABI 3730 analyzer (Applied
Biosystems), and the sequences will be identified by Genbank's BLAST tool.

3.Laboratorial exams.

All patients had blood taken on day 0 and 30 days to perform haemogram, urea, creatinine,

blood sugar levels, transaminases (AST and ALT) and amilase.

Evaluation of Response to Therapy

Cure was defined by healing of the ulcers with complete reepithelization in the absence of
infiltration of the borders at 90 (primary cure) and 180 (final cure) days after the initiation
of treatment. Patients who fail to therapy on day 90 were treated with meglumine

antimoniate in the doses of 20mg/Kg for 30 days.

Statistical Analysis
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The data will normal distribution were presented by means and standard/deviation and
were analyzed by Student T test. Categorical data without normal distribution were
presented by median and interquartile and were analyzed by the Kruskal-Wallis. The
proportions were analyzed by the Chi square test of Pearson. The Kaplan-Meyer survival
cure was analyzed by Log rank test for trend. The intention to treat analysis (ITT) was used
to determine the cure rate. The statistical analyses were performed by STATA, V.13, MP.
A value of P<0.05 was considered statistically significant.

Results

The maijority of the 150 CL subjects were male (84% of cases), with age ranging from 18-
65 years, presented with one ulcer (80%) localized mainly in lower limbs in 44.6% of cases
and also in upper limbs (41.3%). These data did not differ according to treatment groups.
Demographic and clinical and laboratorial data are shown on table 1. Ulcers were
characterized by round shape, flattened erythematous borders, and granulous or crusted
superficial center; size ranging from 30 to 105 mm2 without differences between groups.
Satellite lymph nodes with less than 1cm of diameter were detected in 42% of patients in
subjacent skin near ulcerations; small satellites papules near the ulcer were found in 28%.
All patients had a positive direct skin slit smear showing many amastigotes in the
cutaneous tissue. A positive culture for Leishmania sp. was obtained in 83% of subjects,
and PCR for L. guyanensis was positive in 94% of the cases.

Patients were followed up monthly for 90 days and also at 180 days after starting treatment.
Seven losses were documented: one due to a severe adverse event (AE) in the Sbv group;
six subjects did not return to follow up, two from group 3 (meglumine antimoniate), and four
from group 1 (M+P).Cure rates at 90 days were 66%, 58% and 52% for groups M+P,
M+GM and meglumine antimoniate respectively (p>0.05). The cure rates at 180 days were
the same for the first two groups and dropped to 50% for the meglumine antimoniate group
(table 3). Cure rates paired analyses comparing two groups each time did not show any
significant differences for 90 and 180 days.
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The healing time in days was similar between the three groups (figure 1, Kaplan-Meyer
Curve), ranging from 45 + 22, 48 + 24, and 37 % 14 for groups M+P, M+GM and meglumine
antimoniate respectively. Paired analysis comparing two groups each time showed a faster
healing time in the control group when compared to the group treated with Miltefosine +
GM-CSF (p = 0.04).

Mild and transitory systemic AEs were recorded in up to 97% of patients using Miltefosine.
The most common were nausea and vomiting (85% and 39% respectively) in the first days
of therapy and no irregular use was reported. All patients were advised to use ondansetron
4mg when necessary. In the control group 86% of cases present AEs: arthralgia in 51%
and myalgia in 48% were the most common. AEs in the three groups are showed in table
3. One subject in the meglumine antimoniate group had to stop medication due to a severe
AE, with fever, exanthema, intense arthralgia and elevation of amilase four times the

reference value.

Table 1 — Demographic, Clinical Features and Laboratorial of 150 Cutaneous
Leishmaniasis Patients from the Amazonia Region

Variables Group
Miltefosine + Placebo  Miltefosina + GM- Sb" (N = 50) p-
(N = 50) CSF (N = 50) valor

Age, Median (Years) 39 (27-50) 40 (29-48) 42 (27-50) >.05
Male / Female ratio 44 /6 44 /6 38/12 >.05
lliness duration, 30 (30-45) 30 (30-60) 30 (30-45) >.05
Median (Days)
Site of the lesion [%]

Head / Neck 4 (8) 3(6) 0 <.05"

Trunck 7 (14) 2 (4) 5(10)

Uper limbs 12 (24) 25 (50) 25 (50)

Lower limbs 27 (54) 20 (40) 20 (40)
Highest lesion size, 55 (30-105) 55.1 (30-100) 50 (30-105) >.05
Median (mm?)
Number of lesions
1 lesion [%] 38 (76) 41 (82) 41 (82) >.05
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2 or more lesions [%] 12 (24) 9 (18) 9 (18)

Satellite lymph node 19 (41) 22 (44) 22 (44)

[%]

Positive PCR [%]

L. guyanensis 38(76) 39(78) 45(90) >.05"
L. brasiliensis 2(4) 3(6) 1(2)

L. naiffi 3(6) 2(4) 0

"Data represents Means + DP or Medians (Interquartile ranges), Student test or Kruskal-
Wallis rank test.

**Data represents proportions (Chi square test).

Table 2 — Cure Rate of Cutaneous Leishmaniasis Patients from the Amazonia Area
Treated With Miltefosine Plus Placebo, Miltefosine Plus GM-CSF and Meglumine
Antimoniate With Intend of Treatment

Groups
Response to Therapy Miltefosina + Miltefosina + SbY (N = P value
placebo (N = 50) GM-CSF (N = 50)
50)
Cure on Day 60 27 (54) 28 (56) 27 (54) >.05*
Cure o Day 90 33 (66) 29 (58) 26 (52) >.05
Cure on Day 180 (%) 33 (66) 29 (58) 25 (50) >.05
Relapses (%) 0 0 1(2) >.05
Healing time in days 45 (25-50) 46 (28-60) 40 (20-50) >.05"

(Median)
" Data represents proportions (Chi square test).
** Data represents mean + SD, Student test or Kruskal-Wallis rank test.

Table 3 — Frequency of Adverse Reactions in Patients Treated with Miltefosine or
Meglumine Antimoniate

Groups
Variables Miltefosine [N = 97] SbY [N =49] P value

Headache 20 (21) 16 (32,6) >.05
Fever 9 (9) 11 (22,4) >.05



Artralgia 12 (12,3)
Mialgia 14 (14,4)
Nausea 83 (85,5)
Vomit 38 (39,1)
Others 42 (43,2)
None 3 (3)

25 (51)
21 (42,8)
9 (18,3)
6(12,2)
25 (51)
7 (14,2)

Data represents proportions, Chi square test.

1.00

0.75

Proportion of patients not cured
025 050

0.00

Meglumine antimoniate
Mitefosine + GM-CSF

Mitefosine + Placebo
p=0174
— | P—
T T T T
0 100 200 300

Time (days)

Figure 1 Kaplan Meyer curve showing proportion of patients not cured.

Discussion

<.01
<0.001
<.001
<0.01
>.05
<.05
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CL is predominantly caused by L. guyanensis in the Amazon region (De Guerra et al.
2015). The increasing deforestation of the urban area in periphery of Manaus, the capital
of the Amazonas State, with the settlement of houses close to the fragment of forests, has
contributed to an increase in the number of cases in this municipality (Chagas et al. 2018).
Therefore, identification of new drugs is necessary to improve the cure rate, decrease the

high healing time, reducing the absenteeism and stigmatization.

Although in an recent open trial, pentamidine in three weekly doses of 7mg/kg was
associated with a high cure rate (Gadelha et al., 2018), its parenteral use requiring further
visits to the clinics indicates the need for more practical therapeutic strategies, including
oral drugs.

In a recent study we showed that the cure rate with miltefosine was higher than antimony
in the treatment of CL due to L. guyanensis (Chrusciak-Talhari et al. 2011).

Furthermore, in CL caused by L. braziliensis we have shown that topical GM-CSF
associated to meglumine antimoniate enhances the cure rate of CL when compared with
meglumine antimoniate plus placebo (Santos et al. 2004). In an attempt to improve the
cure rate of CL due to L. guyanensis we performed this clinical trial aimed to determine if
miltefosine plus GM-CSF would be more effective than monotherapy with miltefosine or
meglumine antimoniate. In the present study the cure rate in the 3 groups of the study were

similar.

In a clinical trial aimed to compare the response to therapy between different groups it is
important that patients had similar characteristics, as there are host factors associated with
more or less response to therapy. The main risk factors for failure therapy in CL are age,
as children have a greater failure rate (Suprien et al. 2020), size of the largest lesions and
more than 1 lesion (Llanos-Cuentas et al. 2007; Blum et al. 2012). Here there were no
differences among the 3 groups regarding these specific variables. Others have found that
CL characterized by satellite papules around the ulcer are associated with treatment failure

(Chrusciak-Talhari et al. 2011). However we did not find this association in the present trial.
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The intention to treat analysis did not show difference in the response to therapy between
the groups. The group that uses miltefosine plus placebo or GM-CSF had a higher rate of
cure compared to meglumine antimoniate but this difference did not achieved significance.
The end points were cure on day 90 and on day 180 for initial and final cure respectively.
The results were similar at these 2 times points indicating the cure on day 90 may be used
as the end point for responses to therapy in future studies. As it is important to reduce the
healing time of CL we also compared the cure rate on day 60 but no difference were
observed among the groups. The healing time did not show difference among the groups
but patients treated with miltefosine plus GMCSF had a higher healing time than patients
treated with meglumine antimoniate. In addition to increasing phagocytes and leishmania
killing, GM-CSF down modulate the immune response by enhancing IL-10 levels (Matta et
al. 2009).

In L. braziliensis infection an exaggerated inflammatory response is associated with
pathology and IL-10 may benefits therapy (Matta et al. 2009). However as in CL due to L.
guyanensis there is a low lymphocyte proliferation, high expression of 1I-10 and a T cell
response toward a type 2 cytokines, it is possible that these differences in the immune
response may explain the lack of efficacy of GM-CSF in improve the miltefosine cure rate.
Another possible explanation for GM-CSF failure could be a possible low penetration and
action due to the formulation and schedule used in this trial, that differ from the ones used
in previous studies (Santos et al. 2004; Pacheco et al., 2005). However, immunological
data from subjects using topical GM-CSF in this trial showed a higher ability of monocytes
to kill leishmania and an increased proliferation of CD4 and CD8 when compared with the
placebo group, indicating that GM-CSF was absorbed and had systemic effects (Peixoto
et al. 2020). Despite therapy for CL taking less than 30 days, the healing time in the majority
of the patients is only observed after 60 days from the initiation of therapy. Here we
evaluate by Kaplan-Meier the healing time of not cured patients and despite a trend of the
group M+P have a short cure time than the others, no difference among the groups was

documented.
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Adverse reactions are a major problem for therapy of CL. Pentavalent antimony
(meglumine antimoniate) is often associated with myalgia and arthralgia, and these
manifestations may be severe, imposing interruption of the treatment as observed in one
of our cases. Moreover the need of a parenteral route for the application of the drug
decreases the adhesion to the treatment due to the limitations to access to the Health
Posts. Miltefosine is known to cause nausea and vomits (Machado et al. 2010;
Chruskiasky-Talhari et al. 2011). We have found that the preventive use of ondansetron
contributed to a better control of these symptoms, as none of the patients using miltefosine
have discontinued treatment due to it. Occurrence of herpes zoster has been reported in
CL patients treated with sodium stibogluconate or meglumine antimoniate (Wortmann et
al. 1998; Arboleda et al. 2013). In this trial, herpes zoster was also documented in the trunk
of 3 patients in the meglumine group, who presented good and quick response to systemic
acyclovir.

This study showed that miltefosine did not presented a higher cure rate than meglumine
antimoniate, and the association of GM-CSF did not improve the therapeutic response to
miltefosine. Nevertheless, due to its less toxicity and easier administration, along with a
similar cure rate when compared with meglumine antimoniate, miltefosine should remain

as one of the main drugs for the treatment of CL due to L. guyanensis.
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4. CONCLUSAO

1. A associagdo do GM-CSF nao aumentou a taxa de cura da Miltefosina.

2. A Miltefosina apresentou taxa de cura superior ao antimoniato de meglumina com
66% no grupo tratado com miltefosina isolada e 58% no grupo tratado com a
associagdo ao GM-CSF em comparagédo ao grupo tratado com antimonial que
apresentou taxa de cura de 52%.

3. Nao houve diferenca no tempo de cicatrizagao completa das lesdes de LC entre os
grupos de tratamento.

4. A principal espécie de Leishmania encontrada em 91,7% dos casos atendidos foi a
L. guyanensis. As demais espécies encontradas foram respectivamente L.

brasiliensis e L. naiffiem 4,5% e 3,7% dos casos atendidos.

5. Os eventos adversos com o uso da miltefosina foram leves e bem tolerados. Os
principais sintomas foram relacionados com o sistema gastrointestinal,
especialmente nauseas, presente em 85,5% dos casos tratados com essa
medicacao. O uso de ondansetrona antes da administracdo da medicagao aliviou

os sintomas e nenhum participante do estudo descontinuou a medicacdo. Um
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participante do grupo SBY apresentou reagdo adversa grave ao medicamento e

necessitou interromper o tratamento.

A menor toxicidade, facilidade de administracdo e taxa de cura superior ao

antimoniato de meglumina colocam a miltefosina como uma boa opgéo terapéutica

para o tratamento da LC por L. guyanensis.
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Yolanda Freitas Noguth

Data da proxima revisao

OBJETIVO

Descrever o diagndstico parasitoloégico da leishmaniose tegumentar pelo cultivo de
Leishmania spp. a partir de amostras de tecido humano em meio MacNeal, Nove e
Nicolle (NNN).

DEFINIGOES

Cultura Parasitologica: método parasitolégico indireto que permite a multiplicagdo dos
parasitos em meios artificiais aumentando a sensibilidade do diagnéstico.

Meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN): Agar sangue modificado de escolha para o
isolamento e manutengao de tripanossomatideos patogénicos.

CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina.

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

POP’S RELACIONADOS

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Avental manga longa descartavel

Luva de latex descartavel

Mascara descartavel

Propé descartavel

Touca descartavel

Oculos de protecéo

RECUROS NECESSARIOS

Materiais

Laminas para microscopia (26.0 x 76.0 mm)

Laminulas para microscopia (20 x 20 mm ou 18 x 18 mm)
Compressa de gaze estéril (7,5 x 7,5 cm)

Seringa descartavel (3 mL e 5 mL)

Tubos de ensaio com tampa (10 mL)

Placa de petri (49 x 23 mm)

Estante para tubos de ensaio

Frasco lavador com alcool 70%

Lamina de bisturi

caixa de descarte de material perfurocortante

Caixa de descarte de material com solugéo desinfetante
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Equipamentos

Camara de fluxo laminar de risco biologico

Estufa incubadora B.O.D (biochemical oxygen demand)
Estufa de esterilizacdo e secagem

Microscopio 6ptico comum

Microscopio optico invertido

Reagentes, meios e solugoes
Meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN)
Sulfato de Gentamicina (80 mg)
Soro fisioldgico 0,9%

Alcool 70%

PROCEDIMENTOS

Preparo da amostra de tecido

Este procedimento deve ser realizado em uma camara de fluxo laminar de risco
biolégico, para evitar contaminagao.

Colocar o fragmento de pele em uma placa de petri contendo soro fisiolégico com
sulfato de gentamicina 80 mg.

Com ajuda de uma lamina de bisturi e seringa realizar a limpeza do fragmento, de
modo que as sujidades presentes na superficie da pele sejam removidas.

Com uma lamina de bisturi dividir o fragmento ao meio, para que a semeadura seja
feita em duplicata.

Processo de semeadura

Este procedimento deve ser realizado em uma cédmara de fluxo laminar de risco
bioldgico, para evitar contaminacgéo.

Adicionar 300 pL de soro fisiolégico autoclavado com gentamicina a 1% em dois tubos
contendo meio NNN.

Inocular os fragmentos de pele nos tubos de ensaio (um em cada tubo).
Homogeneizar os tubos e transferir para uma estufa B.O.D. regulada a 28°C.
Periodo e forma de leitura

Realizar leitura em microscopio optico invertido em intervalos de 7 a 28 dias apos o
cultivo.

LIMITAGOES

A cultura parasitolégica quando feita de forma inadequada apresenta importantes
indices de contaminagao por fungos e bactérias, dificultando o processo de leitura e
manutencao das cepas.

REFERENCIAS

ANEXOS

Nao se aplica.
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OBJETIVO
Descrever o diagnostico parasitologico direto da leishmaniose tegumentar pelo
meétodo de escarificagao.

DEFINICOES

Método de escarificagao: baseia-se na evidenciagao do parasita através da raspagem da
lesdo ulcerada. E procedimento de primeira escolha por ser mais rapido, de menor custo
e de facil execugéo.

CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina.

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

POP’S RELACIONADOS

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
6.1 Luva de latex descartavel

6.3 Mascara descartavel

6.4 Avental manga longa descartavel

RECUROS NECESSARIOS

Materiais

Algodao embebido em é&lcool a 70%

Lanceta estéril descartavel (Ago inoxidavel 5,5 cm)



Compressa de gaze estéril (7,5 x 7,5 cm)
Laminas para microscopia (26,0 x 76,0 mm)
Esparadrapo impermeavel (10,0 x 4,5 cm)
Papel toalha

Caixa de descarte de material perfurocortante

Equipamentos
Microscopio 6ptico comum

Reagentes e solugoes

Soro fisioldgico 0,9%

Alcool 70%

Kit Pandtico Rapido

Oleo de imers&o para microscopia
Sulfato de Neomicina 5 mg

PROCEDIMENTOS

Procedimento de escarificagao

Realizar a limpeza da lesdo com solugao fisiologica utilizando gaze estéril, caso o
paciente tenha mais de uma lesao, selecionar duas lesbes mais recentes;

Com auxilio de lanceta estéril escarificar pelo menos trés diferentes areas da borda
da leséo, de preferéncia area eritematosa da superficie integra que a circunda;
Transferir o material escarificado para uma lamina de microscopia previamente
identificada, realizando pelo menos dois esfregagos circulares;

Apos o procedimento aplicar Sulfato de Neomicina nas lesdes escarificadas e cobrir
com gaze esteéril e prender com esparadrapo.

Procedimento de coloragao

Para a realizagao da coloracao utiliza-se kit Pandtico rapido.

Submergir as laminas em solugdo 1 (Alcool) e deixar permanecer por minuto. Esta
etapa garante a fixagdo do material na lamina;

Submergir as laminas na solugédo 2 (Eosina) e deixar permanecer por um minuto,
deixar escorrer bem;

Submergir as ldminas na solugao 3 (Azul de metileno) e deixar permanecer por dois
minuto;

Lavar as laminas com agua corrente (jato fraco);

Deixar secar em temperatura ambiente, analisar no microscopio.

Microscopia

Na observagao microscépica deve-se procurar formas amastigotas isoladas ou
intracelulares, que podem apresentar-se de forma circular ou ovoide.

A leitura das laminas devem ser realizadas em microscopio 6tico comum utilizando a
objetiva de maior aumento (100x) com o auxilio do éleo de imersao;

Para um resultado fidedigno, analisar toda a lamina.

Resultados
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Resultado Positivo: presenga de formas amastigotas de Leishmania sp.
Resultado negativo: auséncia de formas amastigotas de Leishmania sp.

LIMITAGOES

O uso de antibidticos e/ou remédios caseiros aplicados na lesdo podem contribuir para
um resultado falso negativo;

A coleta do material com muito sangue dilui o material causando a diminui¢cao da
quantidade de Leishmanias;

Lesbes associada a infecgdes secundarias podem se tornar inviaveis para a realizagao
do exame pelo auto grau de inflamacgéo.

REFERENCIAS

ANEXOS

Nao se aplica

ANEXO 3.

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
(Novo cédigo)
TiTULO: Procedimento de manutengio e repicagem

UNIVERSIDADE % 2
DO ESTADO DO " /S
AMAZONAS Q) FMTHVD /¢

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Luciana Mendes dos

Denison Vital de Jesus Santos o o

Yolanda Freitas Noguth Data da proxima revisao

OBJETIVO

Descrever o procedimento de manutengao e repicagem de cepas de Leishmania spp.

DEFINIGOES
Repicagem: transferéncia de microorganismos de um meio de cultura para o outro.

CAMPO DE APLICAGAO
O procedimento se aplica a pesquisa.

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.
POP’'S RELACIONADOS
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EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Avental manga longa descartavel

Luva de latex descartavel

Mascara descartavel

Propé descartavel

Touca descartavel

Oculos de protecéo

RECUROS NECESSARIOS

Materiais

Compressa de gaze estéril (7,5 x 7,5 cm)
Seringa descartavel (3 mL)

Frasco lavador com alcool 70%

Caixa de descarte de material perfurocortante

Equipamentos

Camara de fluxo laminar de risco biologico

Estufa incubadora B.O.D (biochemical oxygen demand)
Microscopio optico invertido

Reagentes, meios e solugdes

Meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN)
Soro fisioldgico 0,9%

Sulfato Gentamicina (80 mg)

Alcool 70%

PROCEDIMENTOS

Para observacao das culturas é necessario trabalhar em local estéril, desde modo
evitando a contaminag&o do material por fungos e bactérias.

Procedimento de repicagem

Adicionar ao tubo de ensaio com NNN 3 pL de soro fisioldgico autoclavado + 1% de
Sulfato de gentamicina.

Transferir uma aliquota da cultura anterior para o novo tubo devidamente identificado.
Incubar os tubos na estufa B.O.D. a 28°C.

Guardar a cultura antiga (pé atras) por pelo menos 7 dias.

Apos esse periodo, realizar novamente este procedimento.

LIMITACOES
A falta de cuidados no manuseio da amostra pode ocasionar contaminagdo da mesma,
resultando em sua inutilizag&o.

REFERENCIAS

ANEXOS
Nao se aplica.
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ANEXO 4

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
(Novo caédigo)
TiTULO: Preparo de meio cultura de fase sélida MacNeal, Novy e Nicolle (NNN)

UNIVERSIDADE \
DO ESTADO DO 2\
AMAZONAS

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Denison Vital de Jesus Luciana Mendes dos
Yolanda Noguth Santos

Data da préxima revisao

OBJETIVO
Descrever o procedimento de preparo do meio de cultura NNN para o diagndstico
parasitologico da leishmaniose tegumentar pelo cultivo de Leishmania spp.

DEFINIGOES ]
Meio MacNeal, Novy e Nicolle (NNN): Agar sangue modificado de escolha para o
isolamento e manutengao de tripanossomatideos patogénicos.

CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial de rotina.

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

POP’S RELACIONADOS

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Avental manga longa descartavel

Luva de latex descartavel

Mascara descartavel

Propé descartavel

Touca descartavel

Oculos de protecéo

RECUROS NECESSARIOS
Materiais
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Compressa de gaze estéril (7,5 x 7,5 cm)
Seringa descartavel (20 mL)

Erlenmeyer (250 mL)

Baldo de fundo chato (250 mL)

Pipeta graduada (5 e 10 mL)

Controlador eletrénico de pipetas

Perolas de vidro

Tubos de ensaio com tampa (10 mL)

Estante para tubos de ensaio

Frasco lavador com alcool 70%

Caixa de descarte de material perfurocortante
Caixa de descarte de material com solugéo desinfetante

Equipamentos

Autoclave vertical

Camara de fluxo laminar de risco biolégico

Estufa incubadora B.O.D (biochemical oxygen demand)
Estufa de esterelizagdo e secagem

Banho maria

Bico de Bunsen

Refrigerador

Balancga analitica

Reagentes, meios e solugoes
Meio Brain Heart Infusion Agar (BHI)
Sangue desfibrinado de coelho
Agua destilada

Sulfato de gentamicina (80 mg)
Alcool 70%

PROCEDIMENTOS

Preparo das vidrarias

Os tubos de ensaio com tampa e a pipeta graduada devem ser esterilizadas previamente
por autoclavagao por 15 minutos a 121°C e secas na estufa de esterelizagao.

Preparo do sangue

Coletar 20 mL de sangue de coelho e transferir para um Erlenmeyer estéril contendo as
pérolas de vidro e agitar até a completa desfibrinagdo do sangue.

Adicionar 200 pL de Sulfato de gentamicina.

Agitar por 30 minutos.

Preparo do meio

Pesar 6,24g de BHI e colocar em um baldo de fundo chato.
Adicionar 120 mL de agua destilada.

Autoclavar por 15 minutos a 121°C.

Resfriar em banho maria a 45°C.
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Adicionar 20 mL de sangue desfibrinado de Coelho.

Manter o meio a 45°C em banho maria controlado.

Transferir 2,5 mL do meio para os tubos de ensaio com tampa com auxilio da pipeta
graduada e controlador eletrénico de pipetas.

Manter os tubos inclinados a 45 graus para aguardar a solidificagdo do meio.

Deixar em temperatura ambiente para o teste de esterelidade por dois dias.
Armazenar na geladeira a 4°C por até 30 dias.

LIMITACOES

A hemocultura requer condi¢cdes assépticas para a colheita e manuseio da amostra de
sangue, o que a torna pouco pratica para os trabalhos de campo. Embora apresente alta
especificidade, a sensibilidade da hemocultura, baseada em apenas um exame, varia de
40% a 50%, sendo mais baixa na fase cronica da doenca de Chagas (2).

REFERENCIAS

1. Araujo-Jorge TC, Pirmez C. Normas de seguranga para o trabalho com Trypanosoma
cruzi. In: Araujo-Jorge TC, Castro SL. Doenga de Chagas: manual para experimentagao
animal. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ 2000, p. 125-132.

2. Bronfen E, de Assis Rocha FS, Machado GB, Perillo MM, Romanha AJ, Chiari E.
Isolation of Trypanosoma cruzi samples by xenodiagnosis and hemoculture from patients
with chronic Chagas" disease. Mem Inst Oswaldo Cruz 1989; 84(2): 237-40.

3. Miles MA, Pévoa MM, Souza AA, Lainson R, Shaw JJ, Ketteridge DS. Chagas*
disease in the Amazon Basin. Il. Distribution of Trypanosoma cruzi zymodemes 1 and 3
in Para State, north Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 1981; 75, 667-74.

11. ANEXOS
Nao se aplica.
ANEXO 5
.. FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
UEA / HEITOR VIEIRA DOURADO

UNIVERSIDADE N
DO ESTADO DO "
AMAZONAS

Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
(POP_Consultas_001_v01)
TiTULO: Retornos para consultas programadas.

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Bleno Leonam Goncalves Luciana Mendes dos Santos

da Costa. Data da préxima revisao

OBJETIVO
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Descrever o procedimento de consultas programadas.

DEFINIGOES

As consultas programadas aconteceram a cada 30 dias apos a inclusédo do participante
no periodo de 6 meses, sendo denominadas D30, D60, D90 e D180, havendo
possibilidade do participante retornar em consulta extra caso ha qualquer momento.

CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e consultas de rotina.

RESPONSABILIDADES
Investigador e enfermeiro.

POP’'S RELACIONADOS

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Luva de latex descartavel;

Mascara descartavel.

RECUROS NECESSARIOS
Materiais

Caneta;

Adesivo para identificagdo da lesao.
Régua milimetrada
Esfigmomandmetros digitais
Termbmetro

Equipamentos

Camera fotografica.

PROCEDIMENTOS

Procedimento na consulta

Realizar agendamento prévio pelo enfermeiro;

Registrar dados de identificagdo do participante no prontuario do participante na FMT-
HVD e no prontuario fisico destinado a pesquisa;

Registrar sinais vitais e peso, sinais e sintomas relacionados a leishmaniose ou
tratamento proposto;

Avaliar clinicamente a leséo, efetuar a palpacao de linfonodos e registrar caracteristicas
e tamanho;

Durante consulta D30 solicitar exames para avaliagao de eventos adversos pos
tratamento;

Na Consulta D90 avaliar e registrar cura ou falha no prontuario. Caso seja falha por a
lesdo ainda esta ativa, propor um novo tratamento para o participante;

LIMITACOES

Os participantes acometidos pela patologia em questao sao residentes na maioria das
vezes de area rural do estado do Amazonas, dificultado para o retorno nas consultas e
acompanhamento. No caso de participantes que ndo compareciam a consulta, era
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tentato contato telefénico para remarcacéao de consulta o mais breve possivel e se néo
possivel o retorno ou falha de contato telefénico, era realizada a busca ativa e consulta
em domicilio.

REFERENCIAS
ANEXOS
Ficha clilica (CRF) DO, D30, D60, D90 e D180

N° Prontuario:

ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO
MILTEFOSINA E GM-GSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEO CAUSADA POR leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
guyanensis NA REGIAO DE MANAUS-AM

Visita (D0)

ID participante:

Data da coleta:

Data de Nascimento: Idade:

Cor:

Exame Médico (EM)

Glicemia:

Tensao Arterial:

Pulso:

Peso: ] kg

Temperatura: | | |l _|°C

Diabetes: [ ]Nao []sim
Comorbidades:

Hipertensao: [1N&ao []sim

Sintomas Associados: Escala

[Jo0 01 2 U3 4 s e U7
Cefaleia: [ INdo []Sim* (18 19 10
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(Jo 1 2 [J3 [J4 [5 16 [17
Febre: [1Nao []Sim* (18 [19 []10

(Jo 1 2 [J3 [J4 [5 16 [17
Dor (no local): [ ]N&o []Sim* (18 []9 []10

(]o 1 2 [J3 [J4 [5 16 [17
Artralgia: [1Nao []Sim* (18 []9 []10

(Jo 1 2 [J3 [J4 [5 16 [17
Mialgia: [INao []Sim* (18 [19 []10
Outro(s):

(Jo 1 2 [J3 [J4 [5 16 [17

[18 [19 [110
Necessitou atendimento de
urgéncia: [1N&ao []sim
Necessitou terapia medicamentosa: | [ | Ndo []sim
Numero total de lesdes de pele:
Tempo de duragdo da lesdo ativa:
Caracteristica da [] Ulcerada [ ] Papula com
lesao: Exulceracéo

[] Exulceragéo [] Nédulo
[] Papula [ ] Noédulo com
Exulceracao
Lesao principal
Local da maior leséo:
[] Cabecga [ ] Tronco [ ] Bracgo (D)
[] Brago (E) [] Antebrago (D) [] Antebrago (E)
[ ] Coxa (D) [ ] Coxa (E) [ ] Perna (D)
[ ] Outro:

[] Perna (E)
Tamanho da maior lesdao (mm): Infil X

Ulceracao X
Infecgdo Secundaria: [1N&ao []sim

_ 3 [1N&o []sim*

Possui outras lesées: Se SIM, especificar o local e o tamanho:

Lifadenopatia

Lifadenopatia presente:

[ 1N&o []sim
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Cadeia(s) Envolvida (s): L] Cervical [ ] Inguinal
[] Occipital [] Crural
L] Axilar [] Outra
Tamanho do maior linfonodo (mm): X
LEUCOGRAMA Hb/HT TGO/TGP U/Cr AMILASE

Rubrica e data da pessoa responsavel

Leishmaniose N° Prontuario:

ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO
MILTEFOSINA E GM-GSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEO CAUSADA POR leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
guyanensis NA REGIAO DE MANAUS-AM

Visita (D30)

ID Participante:

Data da coleta:

Exame Médico (EM)

Glicemia:

Tensao Arterial:

Pulso:

Peso: ] kg

| °C

Temperatura: [
Efeitos colaterais desde a ultima

visita:

[ 1N&o []sim

Sintomas Associados:

Escala

[]

Cefaleia: Nao [ ] Sim*

(12 [J3 14 5 6 7 [

[ 11
9 []10




] [Jo 01 2 I3 4 5 e 7 O
Nauseas Nao 1sim* |8 []9 []10
] (1o 1 2 O3 4 5 e 7 1
Vomitos Nao 1sim* |8 []9 []10
] [Jo 01 2 I3 4 5 6 7 O
Febre: Nao 1sim* |8 []9 []10
Dor (no ] [Jo0 [J1 [J2 I3 [J4 5 [O6 7 [
local): Nao []sim* |8 []9 []10
] (1o 1 2 O3 4 5 e 7 1
Artralgia: Nao [1Sim* |8 []9 []10
] [Jo 01 2 I3 4 5 e 7 O
Mialgia: Nao [1Sim* |8 []9 []10
Outro(s):
(1o 1 2 O3 4 5 e 7 1
8 [19 []10
Vinha em uso regular de [JN&o [Jsim

medicamento?

Vem em uso de outra droga (nome da dosagem):

Caracteristica da lesao:

Exame da Pele

[ ] Ulcerada Ativa

Parcial

[] Cicatrizagao

[ ] Cicatrizagdo Total (Se sim, tempo de

cicatrizagao):

Local da maior leséo:

[] Cabecga [ ] Tronco [ ] Bracgo (D)

[] Brago (E) [] Antebrago (D) [] Antebrago (E)

[] Coxa (D) [] Coxa (E) [ ] Perna (D)

[ ] Perna (E) [] Face [] Pescogo

[ ] Outro:

Tamanho da maior lesao

(mm): X

Tipo da leséo: [] Ulcerada [] Papula com Exulceragdo
[ ] Exulceragdo [] Nodulo
[] Papula [] No6dulo com Exulceragéo
[ 1 NA

Infecgdo Secundaria: [1N&ao []sim

Novas lesodes:

[ ]Nao []sim*
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Se SIM, especificar quantidade, local e tipo de nova
lesao:
Lifadenopatia
Lifadenopatia presente: [1N&ao []sim
Cadeia(s) Envolvida [ ] Cervical
(s): [] Inguinal
[] Occipital [] Crural
L] Axilar [] Outra
Tamanho do maior linfonodo
(mm): X
LEUCOGRAM Hb/HT TGO/TGP U/Cr AMILASE
A
Rubrica e data da pessoa responsavel

N° Prontuario:

ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO MILTEFOSINA E GM-
GSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEO CAUSADA POR
leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania guyanensis NA REGIAO DE

MANAUS-AM
Visita (D60)

ID Participante:

Data da coleta:

Exame Médico (EM)
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Glicemia:

Tensao Arterial:

Pulso:
Peso: 1 | kg
Temperatura: || ]l ]°C
\Ifilei;;o:s colaterais desde a ultima [JNao []sim
Sintomas Associados: Escala

[Jo 1 J2 I3 4 5 6 7 [
Cefaleia: [INao []Sim* |8 []9 []10

(1o 01 2 3 4 5 e 7 U
Nauseas [INao []Sim* |8 []9 []10

[Jo 01 2 3 4 5 e 7 O
Voémitos [ 1Nao []Sim* 8 [19 []10

(1o 01 2 3 4 5 e 7 U
Febre: [INao []JSim* |8 []9 []10
Dor (no [Jo [J1 2 J3 4 5 6 17 [
local): [ INao []Sim* |8 []9 []10

[Jo [J1 2 J3 4 5 6 17 [
Artralgia: [ INao []Sim* |8 []9 []10

[Jo 01 2 I3 4 5 e 7 O
Mialgia: [ INao []Sim* |8 []9 []10
Outro(s):

[Jo 01 2 I3 4 5 e 7 O

8 [19 []10

Data do término do Tratamento:

Caracteristica da lesao:

Exame da Pele

[ ] Ulcerada Ativa
Parcial

[] Cicatrizagao

[ ] Cicatrizagdo Total (Se sim, tempo de

cicatrizagao):

Local da maior leséo:

[] Cabecga [ ] Tronco [ ] Bracgo (D)
[] Brago (E) [] Antebrago (D) [] Antebrago (E)
[] Coxa (D) [] Coxa (E) [ ] Perna (D)
[] Perna (E) [ ] Face [] Pescogo

[ ] Outro:
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Tamanho da maior lesao

Novas lesodes:

(mm): X
Tipo da leséo: [] Ulcerada [] Papula com Exulceragdo
[ ] Exulceragdo [] Nodulo
[] Papula [] Nodulo com Exulceragéo
[ 1 NA
Infecgdo Secundaria: [1N&ao []sim
[ INao []sim*

Se SIM, especificar quantidade, local e tipo de nova
lesao:

Lifadenopatia

Lifadenopatia presente:

[ IN&o []sim

Cadeia(s) Envolvida [ ] Cervical

(s): [] Inguinal
[] Occipital [] Crural
L] Axilar [ ] Outra
Tamanho do maior linfonodo
(mm): X
LEUCOGRAM Hb/HT TGO/TGP U/Cr AMILASE
A

Rubrica e data da pessoa responsavel

N° Prontuario:

ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO
MILTEFOSINA E GM-GSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEO CAUSADA POR leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
guyanensis NA REGIAO DE MANAUS-AM

Visita (D90)
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ID Participante:

Data da coleta:

Exame Médico (EM)

Glicemia:

Tensao Arterial:

Pulso:
Peso: | 1 1 Il kg
Temperatura: | | ||l |°C
Avaliacao do Tratamento
[] Ulcerada Ativa [] Cicatrizagao Parcial

Caracteristica da lesao:

[ ] Cicatrizagao Total (Se sim, tempo de cicatrizagdo):

Local da maior leséo:

[] Cabecga [ ] Tronco [ ] Bracgo (D)
[] Brago (E) [] Antebrago (D) [] Antebrago (E)
[] Coxa (D) [] Coxa (E) [ ] Perna (D)
[ ] Perna (E) [] Face [] Pescogo
[ ] Outro:
Tamanho da maior
lesdo (mm): X
Tipo da leséo: [] Ulcerada [] Papula com Exulceragdo
[ ] Exulceragdo [] Nodulo
[] Papula [] No6dulo com Exulceragéo
[ 1 NA
Infecgdo Secundaria: [1N&ao []sim
[1Nao []sim*

Novas lesodes:

Se SIM, especificar quantidade, local e tipo de nova lesao:

Desfecho do Tratamento
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Conclusao Atual do
Tratamento

[ ] Cura [ ] Falha [ ] Abandono

Indicado novo tratamento
para leishmaniose:

[1N&do []sim*
Se “sim”, especifique medicacéo:

LEUCOGRA Hb/HT

MA

TGO/TGP U/Cr AMILASE

Rubrica e data da pessoa responsavel

Leishmaniose

N° Prontuario:

ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO
MILTEFOSINA E GM-GSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEO CAUSADA POR leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania

guyanensis NA REGIAO DE MANAUS-AM
Visita (D180)

ID Participante:

Data da coleta:

Exame Médico (EM)

Glicemia:

Tensao Arterial:

Pulso:

Peso:

[ [ | kg

Temperatura:

1 [l [°C

Avaliacao do Tratamento

Caracteristica da lesao:

[] Ulcerada Ativa [] Cicatrizagao Parcial
[ ] Cicatrizagdo Total (Se sim, tempo de cicatrizago):
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Local da maior leséo:

[] Cabeca [ ] Tronco [ ] Bracgo (D)
[] Brago (E) [] Antebrago (D) [] Antebrago (E)
[] Coxa (D) [] Coxa (E) [ ] Perna (D)
[] Perna (E) [] Face [] Pescogo
[] Outro:
Tamanho da maior
lesdo (mm): X
Tipo da leséo: [] Ulcerada [] Papula com Exulceragdo
[ ] Exulceragdo [] Nodulo
[] Papula [] No6dulo com Exulceragéo
[ 1 NA
Infecgdo Secundaria: [1N&ao []sim
[ INao []sim*
Novas lesdes: Se SIM, especificar quantidade, local e tipo de nova les3o:

Desfecho do Tratamento
Conclusao Atual do

Tratamento [ ] Cura [ ] Falha [ ] Abandono
. [1N&o []sim*
Indicado novo tratamento Se “sim”, especifique medicagao:

para leishmaniose:

LEUCOGRA Hb/HT TGO/TGP U/Cr AMILASE
MA

Rubrica e data da pessoa responsavel

ANEXO 6

UNIVERSIDADE N
DO ESTADO DO "
AMAZONAS g

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000
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Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
] (POP_ENTOMOLOGIA_BIOPSIA_001_v01)
TITULO: Extracao Biopsia.

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Bleno Leonam Gongalves Luciana Mendes dos Santos
da Costa

Data da préxima revisao

OBJETIVO
Descrever o Procedimento realizado para biopsia.

DEFINIGOES
A biopsia € um procedimento cirurgico no qual se colhe uma amostra de tecidos para
posterior estudo em laboratério e usada para diagnosticar doengas.

CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa e diagnéstico laboratorial na realizagéo da analise
em cultura e PCR.

RESPONSABILIDADES
Médico investigador e enfermeiro.

POP’'S RELACIONADOS

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Luva de latex descartavel;

Luva estéril;

Mascara descartavel;

Avental manga longa descartavel;

RECUROS NECESSARIOS

Materiais

1 punch numero 4mm

1 pipeta com alcool,;

1 pipeta com soro fisiologico;

Compressa de gaze estéril (7,5 x 7,5 cm);
Esparadrapo impermeavel (10,0 x 4,5 cm);
Pinga kelly;
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Caixa de descarte de material perfuro-cortante;
Lamina de bisturi;

Fio de sutura;

Tesoura cirurgica.

Equipamentos
Maca.

Reagentes e solugoes
Soro fisioldgico 0,9%.
Alcool 70%;

Clorexidina degermante;
Sulfato de Neomicina 5 mg.

PROCEDIMENTOS

Procedimento de biopsia.

Realizar a limpeza da lesdo com solugao fisioldgica e clorexidina degermante utilizando
gaze estéril, caso o paciente tenha mais de uma les&o, selecionar duas lesdes mais
recentes;

Com auxilio do punch extrair da borda da ulcera, de preferéncia area eritematosa da
superficie integra que a circunda, um fragmento de pele;

1 ‘poonto de sutura do defeito cirurgico com fio naylon para apromixar as bordas

Ap0s o procedimento limpar a lesdo com clorexidina degermante e comprimir até realizar
homeostase e cobrir com gaze estéril e prender com esparadrapo.

Cortar o fragmento de pele coletado em duas partes iguais com a lamina de bisturi e
transferir o material para as duas pipetas;

Transporte para armazenamento
O material deve ser levado para a entomologia e a pipeta com alcool deve ser colocada
no freezer, a outra pipeta com soro fisiolégico deve ser colocada na geladeira.

LIMITAGOES
Verificar a disponibilidade do centro cirurgico.

REFERENCIAS

ANEXOS
Nao se aplica

ANEXO 7
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FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO
Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
(POP_ENTOMOLOGIA_TCLE_001_v01)
TiTULO: Plano de gerenciamento da obtengio do TCLE.

UNIVERSIDADE | | €
DO ESTADO DO | \&. /9
AMAZONAS = \&, FvrHvo /5

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Bleno Leonam Goncalves Luciana Mendes dos Santos
da Costa

Data da préxima revisao

OBJETIVO

Descrever atividades de gerenciamento da obtengao do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido-TCLE dos participantes do Estudo de Eficacia e Efetividade da Associagao
Miltefosina e GM-CSF no Tratamento da Leishmaniose Cutanea Causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmania (Viannia) guyanensis na Regiao de
Manaus - AM na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT-
HVD, em Manaus/AM — Brasil.

DEFINIGOES

Gerenciar os procedimentos operacionais referentes a aplicacdo e obtencdo do TCLE na
inclusdo de participantes no ensaio clinico para avaliar a Efetividade da Associagao
Miltefosina e GM-CSF no Tratamento da Leishmaniose Cutanea Causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmania (Viannia) guyanensis, confirmado por
exame parasitologico direto para leishmaniose pelo método de escarificagao.

CAMPO DE APLICACAO

Potenciais participantes de 18 a 65 anos que procurem a FMT-HVD para tratamento
Leishmaniose Cutanea , confirmado por exame parasitologico direto para leishmaniose
pelo método de escarificagdo, podendo ser residente na area urbana da cidade Manaus
ou area rural.

RESPONSABILIDADES

Este plano aplica-se ao Investigador Principal, Coordenador do estudo e equipe
multidisciplinar do centro, principalmente aos profissionais médicos e enfermeiros para
aplicagao do TCLE no recrutamento e retencao de participantes. O coordenador do
estudo sera responsavel por manter a equipe atualizada no plano de obteng¢ao do TCLE,
guando necessario.
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POP’'S RELACIONADOS
POP_ENTOMOLOGIA_EXAM_DIRETO_001_v01
EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Luva de latex descartavel,

Oculos de protecao.

RECUROS NECESSARIOS
Materiais

TCLE impresso;

Caneta;

Camera Fotografica;
Adesivo para identificagdo da lesao.
Esfigmomandmetro digital
Termbmetro

Régua milimetrada
Equipamentos

Microscopio optico comum.
Reagentes e solugdes

Soro fisioldgico 0,9%

Alcool 70%

PROCEDIMENTOS

Aplicacdo do TCLE ¢é a primeira conduta frente ao potencial participante que ao ser
abordado por membro da equipe do centro manifestar intencao de participar do estudo
clinico, podendo ser aplicado somente na FMT-HVD. Nenhum procedimento deve ser
realizado antes da aplicacéo e obtencéo de assinatura nos referidos termos.

Durante a apresentacéao e aplicagdo do TCLE/ TALE para o participante, estao
padronizados os seguintes procedimentos:

Explicar para o participante todas as informag¢des do TCLE/ TALE, sempre com
linguagem mais adequada possivel evitando termos técnicos que dificultem a
compreensao do sujeito da pesquisa;

Explicar de forma clara o que se trata o TCLE;

Explicar detalhadamente todos os riscos e beneficios em participar do estudo;

Explicar detalhadamente todos os riscos e beneficios em participar do estudo;
Perguntar ao participante se existe duvidas sobre o estudo clinico e responder as
mesmas até que todas as duvidas sejam respondidas e entendidas. N&o deve ser
assinado o TCLE enquanto houver qualquer questionamento pelo participante sem que
seja feito o esclarecimento quantas vezes se fagam necessario;

Apos a concordancia do participante em relagdo ao TCLE, o mesmo € assinado pelo
participante e pelo membro da equipe do estudo que aplicou o TCLE, na FMT-HVD
havera sempre um Médico(a) do estudo disponivel para esclarecer qualquer duvida
meédica que o participante tenha;

Nos casos de participantes analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual,
uma testemunha imparcial deve se fazer presente durante toda a discusséo do
consentimento informado e apds a obtencdo do consentimento verbal do participante, a
testemunha devera assinar o TCLE;
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A assinatura devera ser na presencga do profissional que aplica o termo de
consentimento e devera ser datada. Tanto o profissional quanto o participante deverao
assinar o TCLE em duas vias, ficando uma via no prontuario clinico e outra entregue ao
participante.

O TCLE devera ser revisado se esta devidamente assinado e datado pelo participante e
pelo responsavel da aplicagédo. Depois sera guardada uma via juntamente com o
prontuario clinico do sujeito da pesquisa e outra via em posse do participante;

Todo o processo de consentimento devera ser documentado em prontuario médico pelo
profissional que aplicou o TCLE, com o intuito de registrar detalhadamente como o
processo foi realizado para aquele participante.

Controle dos Registro

O controle da aplicacdo do TCLE, bem como a sua assinatura, sera feito pelo Enfermeiro
do Estudo apds cada nova inclusao e nas monitorias da CRO.

REFERENCIAS
ANEXOS
TCLE

INVESTIGADOR PRINCIPAL:
ASSINATURA: DATA

Anexo - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Projeto: ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO
Nome do Projeto: ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIAGCAO
MILTEFOSINA E GM-CSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA
CAUSADA POR LEISHMANIA (VIANNIA) GUYANENSIS NA REGIAO DE MANAUS - AM

Investigador em Manaus: Jorge Augusto de Oliveira Guerra, Médico.

"1 Fundagao de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado - Geréncia de leishmaniose
Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000

(92)2127 3555, (92) 99988 3215, 2127 3518.

Comité de Etica: Comité de Etica em Pesquisas da FMTHVD
Fundacao de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado

Horario de funcionamento: Segunda a sexta e 8:00 as 13:00h
Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000

Fone: 2127 3555

Nome do Paciente:
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1. Para ser lido por todos os participantes do estudo:

As informagbes a seguir descreverdao o estudo e a forma como vocé vai participar. O
investigador respondera quaisquer perguntas que vocé possa fazer sobre o estudo. Por
favor, escute cuidadosamente e nado hesite em perguntar qualquer coisa sobre as
informagdes prestadas. Esse documento tem duas vias, e uma delas ficara com vocé.

2. Convite e Propoésito do Estudo:

Nés estamos convidando vocé para participar de um estudo sobre a leishmaniose
cutanea, que nos estamos fazendo na Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira
Dourado (FMTHVD). Esta doenga é causada pela picada de um mosquito infectado e
causa lesdes na pele - Leche ou Ferida braba. N6s estamos pedindo para vocé participar
deste estudo porque vocé apresenta essa doenga e ja foi mostrado em outros estudos
que existem dois medicamentos que podem ajudar no seu tratamento: um medicamento
chamado Miltefosina, e uma substancia chamada de fator estimulador de colénia de
granulécitos e monocitos que chamamos de GM-CSF.

Assim sendo, o objetivo deste estudo € comparar a cura da leishmaniose cutdnea com
Miltefosina associada ao GM-CSF, a Miltefosina associada a placebo (que é uma
substancia que nao produz nenhum efeito em seu organismo) e também a Miltefosina
associada ao antiménio (Glucantime), que é o medicamento usado de rotina no tratamento
da leishmaniose aqui na FMTHVD. Os tratamentos serdo comparados para definir qual o
melhor deles para tratar a leishmaniose.

3. Procedimentos do Estudo:

Se vocé concordar em participar voluntariamente, do estudo, depois de ler este
consentimento na sala de consulta, uma histéria médica (com preenchimento de ficha
constando seus dados e sobre sua doenga) e um exame fisico seréo realizados. Seréo
também colhidos sangue (20ml), o equivalente a duas colheres de sopa, e material da
lesdo de pele para que o diagndstico de sua doenga seja confirmado e o tipo de
Leishmania que causa sua doenga seja identificada. Essas coletas seréo realizadas numa
sala de exames, no mesmo local ou centro de estudo onde vocé sera examinado.

Se vocé for mulher e estiver em idade de poder engravidar, sera realizado um exame de
sangue para um teste de gravidez antes do inicio do estudo. Se vocé estiver gravida, nao
podera participar do estudo. Se vocé nao estiver gravida vocé podera participar do estudo
desde que concorde em fazer uso de algum método contraceptivo (para evitar gravidez)
durante o tempo de uso do medicamento e até por dois meses apds o final do tratamento.
Neste caso os médicos do estudo irdo orienta-la e fornecer o método contraceptivo mais
conveniente para o0 seu caso. Se vocé engravidar durante o tratamento, vocé tera direito
a acompanhamento médico até pelo menos oito semanas apos o parto. Um grupo de
participantes do estudo recebera a miltefosina associado ao GM-CSF sob a forma de
creme para ser colocado na ferida, outro grupo usara a miltefosina associado a um creme
que nao tem remédio, que é chamado de placebo, o terceiro grupo recebera o antiménio
(glucantime). A decisédo de vocé usar miltefosina + GM-CSF ou miltefosina + placebo, ou
antiménio (Glucantime) é feita por sorteio.
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Ao iniciar o estudo, vocé recebera os comprimidos de miltefosina para tratamento por 28
dias e uma pomada contendo GM-CSF ou placebo, como ja foi dito acima, que é uma
substancia que ndo causa dano em vocé, mas também n&do € um medicamento, ou vocé
recebera o glucantime. A decisao sobre que tipo de tratamento que vocé ira receber sera
feita através de sorteio.

Durante e ap6s o término do tratamento vocé sera examinado por um meédico que fara
exames para confirmar a cura da doenca. Mensalmente, ao longo de seis meses, serao
realizados exame fisico para verificar sua resposta ao tratamento e verificar se a doenca
nao voltou. Isso € necessario para que se tenha certeza de que voceé ficou curado. Depois
da ultima visita (sexto més), a sua participagdo no estudo estara encerrada, mas
precisaremos lhe ver mais uma vez para confirmar apds mais seis meses, que continua
curado. Se vocé néo for curado vocé sera tratado com glucantime durante 20 dias. Se
vocé for nao for curado, sera retratado conforme recomendacéo do Ministério da Saude,
com outra medicagao que dispomos neste ambulatério.

4. Participagao Voluntaria:

Sua participagao neste estudo é voluntaria. Vocé pode recusar a participar ou desistir da
participagdo a qualquer momento que vocé assim decidir. Sua recusa em participar de
todo o estudo ou em parte deste, ou sua decisdo de ndo mais participar do estudo, ndo
afetara de modo algum qualquer tratamento que vocé precise na FMTHVD. Isto também
nao vai prejudicar suas futuras relagbes com a FMTHVD e com os médicos que |he
atenderam.

5. Confidencialidade:

Qualquer informagéo obtida durante este estudo sera confidencial (ou seja, em momento
algum seu nome ou dados seus serao revelados a ndo ser para equipe da pesquisa) sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe cientifica, porém na maioria das
vezes sera usado apenas um codigo de identifagdo no lugar do seu nome. Os resultados
deste estudo serdo divulgados na forma de comunicagado cientifica (publicagcdo em
congressos e revistas cientificas), ndo permitindo a identificacdo individual dos
participantes.

6. Anadlises de riscos e beneficios:

A retirada de sangue pode provocar dor leve devido a pungdo com agulha. Em casos raros
se acompanha de sangramento. A retirada de sangue da veia é um procedimento médico
de rotina, e todos os cuidados apropriados serdo tomados. Os riscos associados a coleta
de sangue incluem formagdo de hematoma (marca roxa) e as vezes desmaios. As
chances destes riscos sdo minimas. A biopsia € um procedimento utilizado de rotina no
diagnostico da leishmaniose cutanea que implica em dor local, apenas para aplicagéo de
anestesia para posterior retirada de fragmento pequenino de pele. O material que sera
utilizado é esterilizado, obedecendo todas as normas de seguranca e assepsia. Podera
ocorrer sangramento em pequena quantidade. A realizagdo da bidpsia de pele sera feita
apenas por médicos participantes do referido projeto. Em caso de danos decorrentes da
sua participagao no estudo, vocé tera assisténcia médica integral e gratuita por todo tempo
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que for necessario e sera tratado com medicamentos ou procedimentos adequados para
cada caso pelos médicos responsaveis pelo estudo, sem nenhum custo para vocé.

Este estudo pode trazer beneficios para vocé e para outros pacientes que tenham a
leishmaniose cutédnea. Esta doencga é tratada com o Glucantime, aplicada na veia e causa
reagcdes importantes no seu organismo. Com o estudo podemos comprovar se a
miltefosina € eficaz no tratamento da leishmaniose, e se a associagao de miltefosina com
o GM-CSF pode ser ainda melhor que a miltefosina isoladamente. O Glucantime, assim
como a miltefosina, podem causar efeitos colaterais (efeitos devido seu uso), tais como
pancreatite (inflamagdo no péancreas), arritmias cardiacas, nauseas e vémitos, e o
Glucantime pode ainda causar dor nas juntas. Vocé so sera incluido como participante
deste estudo se todos os exames estiverem normais (estes exames irdo avaliar seu
figado, seus rins, pancreas e coragao). Para evitar estes efeitos colaterais, nao
utilizaremos doses elevadas acima do permitido e se mesmo assim vocé apresentar
qualquer efeito colateral iremos fornecer toda a assisténcia médica necessaria. O creme
de GM-CSF pode causar irritagcédo local. Caso isso acontega, o GM-CSF sera retirado do
seu tratamento e usaremos um tratamento local contra a irritacdo. Todo o material
coletado (sangue e biopsia de pele) sera utilizado apenas neste estudo e descartado apos
as avaliagdes.

7. Custos:

Vocé nao tera custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por sua
participagdo. Se vocé quiser participar do estudo, e isto Ihe causar algum custo adicional
isso lhe sera ressarcido, pois € um direito seu, ou seja, o direito a ressarcimentos e
indenizagdes por algum dano decorrente de sua participagdo neste estudo. Caso vocé
apresente qualquer problema associado a esta pesquisa, a FMTHVD lhe dara toda
assisténcia médica necessaria em Manaus. Informac&do adicional pode ser obtida na
Geréncia de Leishmaniose da FMTHVD com Dr. Jorge Augusto de Oliveira Guerra. Tel:
(92)99988 3215, (92)2127 3555, (92)2127 3518 ou Dra. Luciana Mendes, Tel.
(92)981816636.

8. Esclarecimentos e Contatos:

Se vocé tiver qualquer outra questédo sobre a sua participacéo ou sobre seus direitos como
participante desta pesquisa, por favor contate o Dr. Jorge Augusto de Oliveira Guerra, nos
telefones acima ou o Comité de Etica em Pesquisa da FMTHVD Av. Pedro Teixeira, 25 D.
Pedro Manaus-AM 69040000. Horario de funcionamento: Segunda a sexta e 8:00 as
14:00h, Fone: 2127 3572, cuja presidente € Dra. Marilaine Martins, onde poderdo ser
esclarecidas suas duvidas.

9. Consentimento:

Se vocé leu o consentimento informado ou este |he foi explicado e vocé concorda em
participar do estudo, favor rubricar todas as paginas e assinar o nome abaixo. A vocé
sera entregue uma via original deste documento para guardar e a outra ficara com
o pesquisador. O pesquisador também rubricara todas as paginas e assinara esse
consentimento.

1 Sim, eu concordo em participar do estudo e que a amostra de sangue e / ou pele sejam
retiradas para este estudo.
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"1 Nao, eu nao concordo em participar do estudo e nem que a amostra de sangue e / ou
pele sejam retiradas para este estudo.

Assinatura do Paciente Data Hora
Impressao do Polegar do Paciente

Assinatura da Testemunha Data Hora

Impressao do Polegar da Testemunha

Compromisso do Pesquisador: Discutir as questbes acima apresentadas com os
participantes do estudo e ter certeza que o participante entende os riscos, beneficios e
direitos relacionados a este projeto.

Assinatura do Pesquisador Data Hora.

ANEXO 8

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO

Centro de Entomologia Médica

Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,
69040-000

Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525 _
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
(POP_ENTOMOLOGIA_RECRU_RETEN_001_v01)
TiTULO: Plano de recrutamento e retencdo dos participantes

UNIVERSIDADE %
DO ESTADO DO 2
AMAZONAS

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao
Bleno Leonam Goncalves Luciana Mendes dos Santos
da Costa

Data da préxima revisao

OBJETIVO

Descrever atividades de recrutamento e retencao para o Estudo Efetividade da
Associagao Miltefosina e GM-CSF no Tratamento da Leishmaniose Cutanea Causada
por Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmania (Viannia) guyanensis na Regiao de
Manaus - AM na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT-
HVD, em Manaus/AM — Brasil.

DEFINIGOES

Incluir no minimo 150 participantes, sendo aproximadamente 10 (dez) por semana, com
taxa de retengao de 90% durante o ensaio clinico para avaliar a Efetividade da
Associagao Miltefosina e GM-CSF no Tratamento da Leishmaniose Cutanea Causada
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por Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmania (Viannia) guyanensis confirmado por
exame parasitologico direto para leishmaniose pelo método de escarificagao.

CAMPO DE APLICACAO
Potenciais participantes de 18 a 65 anos que procurem a FMT-HVD para tratamento
Leishmaniose Cutanea Causada por Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmania
(Viannia) guyanensis, confirmado por exame parasitolégico direto para leishmaniose
pelo método de escarificagdo. podendo ser residente na area urbana da cidade Manaus
ou area rural.
Para inclusdo no estudo, é necessario que os participantes atendam aos
critérios abaixo descritos:
e lLeishmaniose cutdanea ulcerada n&o tratada, com diagnostico
laboratorial obtido através da identificagao de parasito pelo exame direto
do esfregago da borda da lesé&o.
e |dade: 18 a 65 anos;
e Sexo: pacientes do sexo masculino e feminino;
e Presenca de no minimo 1 lesédo ulcerada, em qualquer localizagao;
e Presenca de no maximo 5 lesdes ulceradas;
e Diametro das lesdes variando entre 1 e 5 cm;
e Evolugao clinica da doenca nao inferior a 1 més e nao superior a 3
meses.
Serao excluidos do estudo, aqueles que:
-Com evidéncia de doenga subjacente grave (hepatica, renal, pulmonar ou cardiaca)
ou doenga neoplasica maligna em atividade.
-Pacientes em uso de medicamentos imunossupressores e portadores de HIV;
-Apresentem desnutricao protéica e/ou caldrica grave;
-Portadores de qualquer doencga infecto-contagiosa em atividade e n&o-controlada,
como tuberculose, hanseniase, doenga fungica sistémica (histoplasmose,

paracoccidioidomicose) ou qualquer outra condigao semelhante;
-Mulheres gravidas ou que estejam amamentando;
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-Mulheres em idade fértil que ndo aceitaram fazer uso de contraceptivo injetavel
durante o estudo

-Apresentem alergia ao SbY ou a miltefosina

-Tenham historico de tratamento anterior para leishmaniose;

-Falta de capacidade ou de vontade de fornecer o consentimento informado (paciente
e/ou/representante legal); auséncia de disponibilidade para as visitas ou para cumprir os
procedimentos do estudo.

RESPONSABILIDADES

Este plano aplica-se ao Investigador Principal, Coordenador do estudo e equipe
multidisciplinar do centro, que participa ativamente do recrutamento e retengao. O
coordenador do estudo sera responsavel por manter a equipe atualizada no plano de
recrutamento, quando necessario.

POP’S RELACIONADOS
POP_ENTOMOLOGIA_TCLE_001_v01
POP_ENTOMOLOGIA_EXAM_DIRETO_001_v01

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO NECESSARIOS
Luva de latex descartavel;
Oculos de protecéo.

RECUROS NECESSARIOS
Materiais

TCLE impresso;

Caneta;

Camera Fotografica;

Adesivo para identificagdo da lesao.

Equipamentos
Microscopio optico comum.

Reagentes e solugdes
Soro fisiologico 0,9%
Alcool 70%

PROCEDIMENTOS

Recrutamento

Da populagao residente em area urbana de Manaus e rural do Amazonas. O
recrutamento somente no ambulatério da FMT-HVD. Serdo selecionados homens e
mulheres que atendam os critérios de inclusdo do protocolo do estudo, e que nao
pretendam afastar-se da cidade durante o periodo de participacdo no estudo.
Mobiliza¢ao e recrutamento:

Primeiramente os potenciais participantes serdo abordados no consultério do
ambulatério apds o resultado positivo do exame direto para leishmaniose. Havendo o
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consentimento informal, o consentimento formal podera ocorrer no mesmo momento no
consultério.

Explicar de forma clara o que se trata o TCLE, no ambulatério da FMT-HVD, os
participantes serdo abordadas com linguagem apropriada, sendo informadas sobre o
estudo e como sera sua participagao no ensaio clinico e mediante sua concordancia
em participar do estudo, Ihe sera apresentado pelo profissional delegado da equipe o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, que devera ser assinado
obrigatoriamente pelo Participante e pelo Profissional que aplicou o TCLE, e ao
final sera proposto o ID de participante de acordo com a randomizagao. Em todo caso,
se houver alguma duvida médica, esta sera esclarecida pelo profissional médico antes
da assinatura do consentimento. SO0 entdo serdo recrutados, quando elegiveis, no
momento da consulta com o médico do estudo, no consultério de atendimento no
consultério do ambulatério da FMT-HVD reservado para o Estudo. Na ocasido, serao
selecionados individuos que atendam aos critérios de inclus&o do protocolo.

Explicar detalhadamente todos os riscos e beneficios em participar do estudo;
Explicar detalhadamente todos os riscos e beneficios em participar do estudo;

Perguntar ao participante se existe duvidas sobre o estudo clinico e responder as
mesmas até que todas as duvidas sejam respondidas e entendidas. Nao deve ser
assinado o TCLE enquanto houver qualquer questionamento pelo participante sem
que seja feito o esclarecimento quantas vezes se fagam necessario;

Apos a concordancia do participante em relagdo ao TCLE, o mesmo é assinado pelo
participante e pelo membro da equipe do estudo que aplicou o TCLE, na FMT-HVD
havera sempre um Médico(a) do estudo disponivel para esclarecer qualquer duvida
meédica que o participante tenha;

Nos casos de participantes analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou
visual, uma testemunha imparcial deve se fazer presente durante toda a discussao do
consentimento informado e apds a obtengdo do consentimento verbal do participante,
a testemunha devera assinar o TCLE;

A assinatura devera ser na presenga do profissional que aplica o termo de
consentimento e devera ser datada. Tanto o profissional quanto o participante deverao
assinar o TCLE em duas vias, ficando uma via no prontuario clinico e outra entregue
ao participante.

O TCLE devera ser revisado se esta devidamente assinado e datado pelo participante
e pelo responsavel da aplicagdo. Depois sera guardada uma via juntamente com o
prontuario clinico do sujeito da pesquisa e outra via em posse do participante;

Todo o processo de consentimento devera ser documentado em prontuario médico
pelo profissional que aplicou o TCLE, com o intuito de registrar detalhadamente como

o processo foi realizado para aquele participante.

Controle dos Registro

O controle da aplicacdo do TCLE, bem como a sua assinatura, sera feito pelo Enfermeiro
do Estudo apds cada nova inclusao e nas monitorias da CRO.
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Anexo - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Projeto: ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIACAO

Nome do Projeto: ESTUDO DE EFICACIA E EFETIVIDADE DA ASSOCIAGAO
MILTEFOSINA E GM-CSF NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA CAUSADA
POR LEISHMANIA (VIANNIA) GUYANENSIS NA REGIAO DE MANAUS - AM

Investigador em Manaus: Jorge Augusto de Oliveira Guerra, Médico.

[l Fundagao de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado - Geréncia de leishmaniose
Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000

(92)2127 3555, (92) 99988 3215, 2127 3518.

Comité de Etica: Comité de Etica em Pesquisas da FMTHVD
Fundacgao de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado

Horario de funcionamento: Segunda a sexta e 8:00 as 13:00h
Av. Pedro Teixeira, 25 D. Pedro Manaus-AM 69040000

Fone: 2127 3555

Nome do Paciente:

1. Para ser lido por todos os participantes do estudo:

As informagdes a seguir descreverdao o estudo e a forma como vocé vai participar. O
investigador respondera quaisquer perguntas que vocé possa fazer sobre o estudo. Por favor,
escute cuidadosamente e nao hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informagdes
prestadas. Esse documento tem duas vias, e uma delas ficara com vocé.

2. Convite e Propésito do Estudo:

Nés estamos convidando vocé para participar de um estudo sobre a leishmaniose cutanea,
que nos estamos fazendo na Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado
(FMTHVD). Esta doencga é causada pela picada de um mosquito infectado e causa lesdes na
pele - Leche ou Ferida braba. Nos estamos pedindo para vocé participar deste estudo porque
vocé apresenta essa doenca e ja foi mostrado em outros estudos que existem dois
medicamentos que podem ajudar no seu tratamento: um medicamento chamado Miltefosina,
e uma substancia chamada de fator estimulador de colénia de granuldcitos e mondécitos que
chamamos de GM-CSF.

Assim sendo, o objetivo deste estudo é comparar a cura da leishmaniose cutanea com
Miltefosina associada ao GM-CSF, a Miltefosina associada a placebo (que é uma substancia
que ndo produz nenhum efeito em seu organismo) e também a Miltefosina associada ao
antimonio (Glucantime), que é o medicamento usado de rotina no tratamento da leishmaniose
aqui na FMTHVD. Os tratamentos serdo comparados para definir qual o melhor deles para
tratar a leishmaniose.

3. Procedimentos do Estudo:
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Se vocé concordar em participar voluntariamente, do estudo, depois de ler este consentimento
na sala de consulta, uma histéria médica (com preenchimento de ficha constando seus dados
e sobre sua doenga) e um exame fisico serdo realizados. Serdo também colhidos sangue
(20ml), o equivalente a duas colheres de sopa, e material da lesdo de pele para que o
diagnéstico de sua doencga seja confirmado e o tipo de Leishmania que causa sua doenga seja
identificada. Essas coletas seréo realizadas numa sala de exames, no mesmo local ou centro
de estudo onde vocé sera examinado.

Se vocé for mulher e estiver em idade de poder engravidar, sera realizado um exame de
sangue para um teste de gravidez antes do inicio do estudo. Se vocé estiver gravida, nao
podera participar do estudo. Se vocé nao estiver gravida vocé podera participar do estudo
desde que concorde em fazer uso de algum método contraceptivo (para evitar gravidez)
durante o tempo de uso do medicamento e até por dois meses apos o final do tratamento.
Neste caso os médicos do estudo irdo orienta-la e fornecer o método contraceptivo mais
conveniente para o seu caso. Se vocé engravidar durante o tratamento, vocé tera direito a
acompanhamento médico até pelo menos oito semanas apds o parto. Um grupo de
participantes do estudo recebera a miltefosina associado ao GM-CSF sob a forma de creme
para ser colocado na ferida, outro grupo usara a miltefosina associado a um creme que nao
tem remédio, que € chamado de placebo, o terceiro grupo recebera o antimodnio (glucantime).
A decisdo de vocé usar miltefosina + GM-CSF ou miltefosina + placebo, ou antimdnio
(Glucantime) é feita por sorteio.

Ao iniciar o estudo, vocé recebera os comprimidos de miltefosina para tratamento por 28 dias
e uma pomada contendo GM-CSF ou placebo, como ja foi dito acima, que € uma substancia
que ndo causa dano em vocé, mas também nao € um medicamento, ou vocé recebera o
glucantime. A decisao sobre que tipo de tratamento que vocé ira receber sera feita através de
sorteio.

Durante e ap6s o término do tratamento vocé sera examinado por um médico que fara exames
para confirmar a cura da doenga. Mensalmente, ao longo de seis meses, seréo realizados
exame fisico para verificar sua resposta ao tratamento e verificar se a doenga nao voltou. Isso
€ necessario para que se tenha certeza de que vocé ficou curado. Depois da ultima visita
(sexto més), a sua participacédo no estudo estara encerrada, mas precisaremos |lhe ver mais
uma vez para confirmar apos mais seis meses, que continua curado. Se vocé nao for curado
vocé sera tratado com glucantime durante 20 dias. Se vocé for ndo for curado, sera retratado
conforme recomendacéo do Ministério da Saude, com outra medicagédo que dispomos neste
ambulatdrio.

4. Participagao Voluntaria:

Sua participagédo neste estudo é voluntaria. Vocé pode recusar a participar ou desistir da
participacédo a qualquer momento que vocé assim decidir. Sua recusa em participar de todo o
estudo ou em parte deste, ou sua decisdo de nao mais participar do estudo, néo afetara de
modo algum qualquer tratamento que vocé precise na FMTHVD. Isto também n&o vai
prejudicar suas futuras relagées com a FMTHVD e com os médicos que Ihe atenderam.

5. Confidencialidade:

Qualquer informagao obtida durante este estudo sera confidencial (ou seja, em momento
algum seu nome ou dados seus serao revelados a nao ser para equipe da pesquisa) sendo
apenas compartilhada com outros membros da equipe cientifica, porém na maioria das vezes
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sera usado apenas um codigo de identifagdo no lugar do seu nome. Os resultados deste
estudo serdo divulgados na forma de comunicagao cientifica (publicagdo em congressos e
revistas cientificas), ndo permitindo a identificacao individual dos participantes.

6. Analises de riscos e beneficios:

A retirada de sangue pode provocar dor leve devido a pungao com agulha. Em casos raros se
acompanha de sangramento. A retirada de sangue da veia € um procedimento médico de
rotina, e todos os cuidados apropriados serdo tomados. Os riscos associados a coleta de
sangue incluem formagao de hematoma (marca roxa) e as vezes desmaios. As chances
destes riscos sdo minimas. A bidpsia € um procedimento utilizado de rotina no diagndstico da
leishmaniose cutdnea que implica em dor local, apenas para aplicagdo de anestesia para
posterior retirada de fragmento pequenino de pele. O material que sera utilizado é esterilizado,
obedecendo todas as normas de seguranga e assepsia. Podera ocorrer sangramento em
pequena quantidade. A realizagcdo da bidpsia de pele sera feita apenas por médicos
participantes do referido projeto. Em caso de danos decorrentes da sua participagdo no
estudo, vocé tera assisténcia médica integral e gratuita por todo tempo que for necessario e
sera tratado com medicamentos ou procedimentos adequados para cada caso pelos médicos
responsaveis pelo estudo, sem nenhum custo para vocé.

Este estudo pode trazer beneficios para vocé e para outros pacientes que tenham a
leishmaniose cutanea. Esta doenca é tratada com o Glucantime, aplicada na veia e causa
reagdes importantes no seu organismo. Com o estudo podemos comprovar se a miltefosina é
eficaz no tratamento da leishmaniose, e se a associagao de miltefosina com o GM-CSF pode
ser ainda melhor que a miltefosina isoladamente. O Glucantime, assim como a miltefosina,
podem causar efeitos colaterais (efeitos devido seu uso), tais como pancreatite (inflamagao
no pancreas), arritmias cardiacas, nauseas e vomitos, e o Glucantime pode ainda causar dor
nas juntas. Vocé s6 sera incluido como participante deste estudo se todos os exames
estiverem normais (estes exames irdo avaliar seu figado, seus rins, pancreas e coragao). Para
evitar estes efeitos colaterais, ndo utilizaremos doses elevadas acima do permitido e se
mesmo assim vocé apresentar qualquer efeito colateral iremos fornecer toda a assisténcia
médica necessaria. O creme de GM-CSF pode causar irritagao local. Caso isso acontega, o
GM-CSF sera retirado do seu tratamento e usaremos um tratamento local contra a irritagao.
Todo o material coletado (sangue e biopsia de pele) sera utilizado apenas neste estudo e
descartado apds as avaliagoes.

7. Custos:

Vocé nao tera custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por sua
participacdo. Se vocé quiser participar do estudo, e isto lhe causar algum custo adicional isso
Ihe sera ressarcido, pois € um direito seu, ou seja, o direito a ressarcimentos e indenizagbes
por algum dano decorrente de sua participagao neste estudo. Caso vocé apresente qualquer
problema associado a esta pesquisa, a FMTHVD lhe dara toda assisténcia médica necessaria
em Manaus. Informagéo adicional pode ser obtida na Geréncia de Leishmaniose da FMTHVD
com Dr. Jorge Augusto de Oliveira Guerra. Tel: (92)99988 3215, (92)2127 3555, (92)2127
3518 ou Dra. Luciana Mendes, Tel. (92)981816636.

8. Esclarecimentos e Contatos:
Se vocé tiver qualquer outra questao sobre a sua participagdo ou sobre seus direitos como
participante desta pesquisa, por favor contate o Dr. Jorge Augusto de Oliveira Guerra, nos
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telefones acima ou o Comité de Etica em Pesquisa da FMTHVD Av. Pedro Teixeira, 25 D.
Pedro Manaus-AM 69040000. Horario de funcionamento: Segunda a sexta e 8:00 as 14:00h,
Fone: 2127 3572, cuja presidente € Dra. Marilaine Martins, onde poderéo ser esclarecidas
suas duvidas

9. Consentimento:

Se vocé leu o consentimento informado ou este |he foi explicado e vocé concorda em participar
do estudo, favor rubricar todas as paginas e assinar o nome abaixo. A vocé sera entregue
uma via original deste documento para guardar e a outra ficara com o pesquisador. O
pesquisador também rubricara todas as paginas e assinara esse consentimento.

[] Sim, eu concordo em participar do estudo e que a amostra de sangue e / ou pele sejam
retiradas para este estudo.

[] N&o, eu ndo concordo em participar do estudo e nem que a amostra de sangue e/ ou pele
sejam retiradas para este estudo.

Assinatura do Paciente Data Hora
Impressao do Polegar do Paciente

Assinatura da Testemunha Data Hora

Impressao do Polegar da Testemunha

Compromisso do Pesquisador: Discutir as questdes acima apresentadas com os
participantes do estudo e ter certeza que o participante entende os riscos, beneficios e direitos
relacionados a este projeto.

Assinatura do Pesquisador Data Hora.
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CONSORT

TRANSPARENT REPORTING of TRIALS
CONSORT 2010 Flow Diagram
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Follow-Up ] [
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Lost to follow-up (give reasons) (n= 2)
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reasons) (n=0)
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ANEXO 11.
Outras publicagdes realizadas durante o curso de doutorado

Fwd: Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical / Journal of the Brazilian
Society of Tropical Medicine - Decision on
Manuscript ID RSBMT-2020-0644.R2

. Dalmo Correia 29 de set.
Para Vocé, +2

ﬁg Attached standard file: * Copyright-Form
=) pocx -18KB

29-Sep-2020
Dear Mrs. santos:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled
"Chronic paronychia as a manifestation of skin
leishmaniasis." in its current form for publication in
the Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical / Journal of the Brazilian Society of
Tropical Medicine.

In accordance with the journal’s rules
(http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/iinstruc.htm), |
kindly ask that you and your co-authors sign the
attached Copyright Assignment Form and return it




Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical

& (<

g Al =T

Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine % Y £

Vol.:53:(e20200012): 2020 ?“o’ Y Q\d"
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0012-2020 g€

Case Report

Ramsey hunt syndrome after antimonial treatment for
American Cutaneous Leishmaniasis
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Abstract

Ramsay Hunt Syndrome (RHS), also known as herpes zoster oticus, is caused by the reactivation of varicella zoster virus (VZV) in
the geniculate ganglion of the facial nerve. Herein, we report a case of Ramsey Hunt Syndrome in a patient after antimonial treatment

for Cutaneous Leishmaniasis.

The patient presented with microvesicles grouped on an erythematous base, starting in the cervix and

ascended towards the scalp margin on the right side of the head. The patient also developed grade V peripheral facial palsy the day after
initiating the herpes zoster treatment, this outcome corroborated the assumption of Ramsey Hunt Syndrome.

Keywords: Leishmaniasis. Ramsay Hunt Syndrome. Herpes zoster. Facial paralysis.

INTRODUCTION

Ramsay Hunt Syndrome (RHS) was first described by James
Ramsay Hunt in 1907. The syndrome is characterized by a vesicular
rash on the pinna, ipsilateral otalgia, and peripheral facial palsy
on the same side of the head!. However, it can also presents signs
and symptoms such as hypoacusis, nausea, vomiting, vertigo,
and nystagmus related to proximity-related eighth cranial nerve
affection®. RHS is the second most common cause of facial
paralysis, after Bell’s palsy®. The incidence of RHS is approximately
5 cases/100,000 individuals and it primarily affects patients in the
20-30 year age group®. RHS is also often observed in the elderly
immunosuppressed patients’.

CASE REPORT

A 55-year-old male patient who was born in Manaus
metropolitan area, in the Brazilian state of Amazonas, with no
comorbidities, sought medical help at the leishmaniasis service
of the Doctor Heitor Vieira Dourado Foundation for Tropical
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Medicine (FMT-HVD) in Manaus. He had completed treatment
with a pentavalent antimonial drug for cutaneous leishmaniasis
(CL) 40 days prior. A history and physical examination detected an
active lesion with satellite papule in the patient’s right upper limb.
He received outpatient treatment with a second cycle of antimonial
application for 30 days.

Ten days after the end of the treatment, the patient’s
leishmaniasis lesion was healed (Figure 1). However, it presented
with microvesicles grouped on an erythematous base, starting in
the cervix and ascended towards the scalp margin on the right
side of the head. The microvesicles affected the patient’s pinna,
external auditory canal, and right ear lobe, and were associated
with severe torticollis-like pain in the nerve path (Figure 2). The
patient received herpes zoster treatment with the following doses:
800 mg of acyclovir every 4 hours for 7 days, 25 mg of amitriptyline
every 12 hours, and 500 mg + 30 mg of paco (paracetamol +
codeine phosphate). He developed grade V peripheral facial
palsy the day after initiating the herpes zoster treatment; this
outcome corroborated the assumption of Ramsey Hunt Syndrome
(Figure 3). Serology tests for human immunodeficiency virus
(HIV) were negative. Corticosteroids (40 mg of prednisone/day),
epitezan ointment, and hourly eye lubricant applications were added
to the treatment.

1/3
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FIGURE 1: Lesion of cutaneous leishmaniasis in a initial stage of healing.

FIGURE 2: Microvesicles grouped on an erythematous-infiltrated base in the
cervical region, right pinna and ear lobe, and scalp margin.

2/3

FIGURE 3: Grade V peripheral facial palsy after pentavalent antimonial
treatment for cutaneous leishmaniasis.

The patient reported improvement in the cervical pain at the
end of the acyclovir-based treatment; however, he continued to
have persistent headache and peripheral facial palsy symptoms.
Following the gradual reduction of these symptoms, he was referred
to another hospital in Manaus County for motor physical therapy
treatment. The eye lubricant applications and analgesic medication
were maintained, and the patient was referred to the neurology
service for an outpatient follow-up where he presented with full
neurological recovery.

DISCUSSION

RHS, is the second most common cause of non-traumatic
facial palsy in adults®. In addition, it is often underdiagnosed, or
misdiagnosed as Bell’s palsy, trigeminal neuralgia or otitis externa®.
However, the evolution of RHS is more severe than that of Bell’s
palsy and only 30% of RHS-affected patients achieve full recovery?.

Clinical diagnosis of RHS is based on the signs and symptoms
although VZV-specific serology can be indicated in atypical cases'.
Although polymerase chain reaction (PCR) enables identification of
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the VZV genome?, these techniques cannot make a quick diagnosis
early in the disease course. Tzanck’s cytodiagnosis is the most
useful in emergency cases because of its fast application and simple
interpretation. Additionally, while nuclear magnetic resonance
imaging is a non-specific diagnostic technique, it is effective in
assessing the prognosis of peripheral palsies®.

RHS should be diagnosed as early as possible to enable the fast
implementation of appropriate treatment and to avoid sequelae’.
These complications include encephalitis, myelitis, and cranial
and peripheral nerve palsies®. Early treatment with corticosteroids
and antiviral drugs enables high rates of full facial nerve recovery
within 6-12 months’. Patient characteristics, such as age, associated
diseases, immunodeficiencies, and their clinical condition, can lead
to a worse prognosis.

Herpes zoster association with antimonial treatment for
leishmaniasis has also been reported with a possible secondary
link to transient lymphopenia®. Hartzell et al.” described a patient
who developed aseptic meningitis and herpes zoster secondary
to varicella zoster virus (VZV) during antimonial treatment for
American Tegumentary Leishmaniasis.

Any individual who has had chickenpox is susceptible to RHS.
The syndrome is not contagious; however, VZV reactivation can
cause chickenpox in contacts who were not previously immunized
against the virus. The infection in immunodeficient patients can
be severe; therefore, recommendations include avoiding physical
contact with individuals in the infection stage or those who have
not been vaccinated, as well as with immunosuppressed individuals,
newborns, and pregnant women®.

This report presented the case of a previously healthy patient
who developed a rare VZV-associated facial palsy after treatment
with antimonial drugs for cutaneous leishmaniasis. The patient’s
condition improved following the use of antiviral drugs and
systemic corticosteroids. Early diagnosis and effective intervention
resulted in the manifestation of his disease and the primary outcome
was similar to the ones described in the literature.
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A 4-year-old girl is being evaluated for an eruption that has been evolving for 2 years. Vesicles, papules, and
necrotic ulcers with crusts are noted, progressing to disseminated varioliform scars associated with recurrent
fever, facial edema, and lymphadenopathy (Figs 14, 1B, and 1C). The lesions occurred initially in photoexposed
areas and have progressed to non-photoexposed regions. Histopathologic examination of the skin with routine
staining shows a crust associated with keratinocyte necrosis, accentuated angiocentric lymphocytic inflamma-
tory infiltrate, which extends to the hypodermis, and atypical lymphocytes with epidermotropism (Figs 24, 2B,
and 2C). Immunohistochemistry (Figs 34, 3B and 3C) confirms the diagnosis. Bone marrow biopsy findings are

normal.

Based on the clinical presentation and
histologic findings, what is the most likely
diagnosis?

1. Actinic prurigo
2. Bullous systemic lupus erythematosus
3. Hydroa vacciniforme

4. Erythropoietic protoporphyria

5. Hydroa vacciniforme-like lymphoproliferative
disorder

Click here to view disclosures, take the quiz, and
claim CME credit.
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