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1. INTRODUGCAO

1.1. CONCEITOS E ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

AMERICANA (LTA)

As leishmanioses sdo doencas parasitarias que tém como agentes
etiolégicos protozoarios do género Leishmania Ross, 1903, podendo
manifestar-se clinicamente por lesdes de pele ou mucosas no caso da
leishmaniose tegumentar (LT) ou por lesdes viscerais na leishmaniose visceral
(LV), também chamada calazar. Compreendem um espectro clinico variavel, a
depender da espécie de Leishmania envolvida, bem como das interacdes do
parasito com o sistema imune do organismo infectado.

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) considera a leishmaniose como
uma das seis principais doencas tropicais no mundo, com uma incidéncia anual
da ordem de 1,5 milhdo de casos de leishmaniose cutanea e 500 mil casos de
LV. A prevaléncia global de casos é estimada em 12 milhGes, sendo a
populacao de risco para adquirir a doenca da ordem de 350 milhdes de
pessoas, distribuida em 88 paises. Incide principalmente em populacbes de
paises subdesenvolvidos, constituindo o seu controle um desafio as
autoridades médico-sanitarias (WHO, 1990; DESIEUX, 1992, 1996, 2004).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma antropozoonose que
atinge o homem quando este se expde a cadeia natural de transmissdo da
doenca e acidentalmente entra em contato com as diversas espécies de

leishmaénias patogénicas (LAINSON & SHAW, 1992; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994;
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BRASIL, 2007). Definem-se trés diferentes padroes de transmissdo da doenca
no Brasil. O primeiro, chamado padrao silvestre, em que a transmissao se da
exclusivamente em area de vegetacdo primaria onde ocorre naturalmente a
enzootia, havendo transmissao ao homem quando este se expde a esse
ambiente; pode ocorrer de forma isolada ou em epidemias. O padrao chamado
de ocupacional e de lazer tem transmissao associada a presenca do homem no
ambiente silvestre em modificagdo por agdes como derrubada das matas para
a construcao de estradas, assentamentos de colonizadores em regides
pioneiras, hidrelétricas, ou para realizacdo de manobras militares e atividades
de ecoturismo, por exemplo, podendo ocorrer de forma epidémica ou
endémica. O padrao rural e periurbano é registrado em regides de colonizacdo
antiga ou em areas de ocupacdo de encostas e aglomerados humanos em
torno de centros urbanos, estando associado a presenca de matas secundarias
ou residuais (BRrAsiL, 2006, 2007).

Os padrdes relacionados as areas de floresta ou matas primarias sao
considerados de comportamento padrao para a LTA (SHAwW & LAINSON, 1987). O
outro padrao ocorreria em condigdoes ambientais modificadas em que os insetos
vetores estariam adaptados a um novo habitat peridoméstico ou até
intradomiciliar, e os reservatérios poderiam ser animais de comportamento
doméstico como os caes, os cavalos e outras espécies de eqiliinos (MARZOCHI &
MARZOCHI, 1994; BRASIL, 2007). Estudos em dareas endémicas de LTA por
Leishmania (Viannia) braziliensis, especialmente nos estados do Espirito Santo
e Rio de Janeiro, encontraram relagao da infeccao no homem com infecgao em

caes e mais raramente com outros animais domésticos e sinantrépicos como
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certos roedores (FALQUETO et al., 1986, 2003; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994),
mas algumas tentativas de redugdao de incidéncia de LTA no homem por
reducdo de prevaléncia de infeccdao nos cdes ndo resultaram em controle da
doenca (SESSA, FALQUETO & VAREJAO, 1994). Ha uma diversidade no que se
convencionou chamar de areas periurbanas, incluindo-se nesse conceito desde
areas vizinhas de matas nativas ou secundarias até areas nitidamente
modificadas pela acao do homem na periferia de cidades como Rio de Janeiro
(KAWA & SABROzA, 2002). Em uma revisao recente observou-se que em
inquéritos anteriormente realizados, caes infectados tinham atividades de caca
noturna relatadas por seus donos, com deslocamento para areas vizinhas de
mata, o que poderia sugerir que esses caes poderiam adquirir a infeccao em
ambiente silvestre e trazer para ambiente peridoméstico (SANTOS et al., 2005).
Assim, apesar do papel definido como reservatério na LV por Leishmania
infantum/Leishmania chagasi, no estado atual do conhecimento, o cdao pode
ser tdo somente reconhecido como hospedeiro acidental na doenca tegumentar
por L. (V.) braziliensis (ASHFORD, 1996). As medidas de controle, baseadas no
combate ao vetor, eliminacdao de reservatérios infectados e modificacdo do
meio ambiente, seriam aplicaveis somente nas situacfes de transmissdo em
torno do domicilio, condicao associada a essa pequena parcela de casos de LT
no Brasil; de fato, o controle da doenca encontra-se limitado devido a
complexidade da dindmica de transmissdo, restringindo-se a deteccdo e ao
tratamento precoce dos casos humanos, (MARSDEN, 1984; MARSDEN, 1985b;

BRrRASIL, 2007).
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No periodo de 1980 a 2005 (dados preliminares de 2005), o Brasil
apresentou um acumulado de 610.256 casos notificados de LT (BRASIL, 2005),
variando de 3.000 casos em 1980 a 37.710 em 2001. A tendéncia ao aumento
do nimero de casos ocorre a partir de 1985 quando da implantacao das agoes
de vigilancia e controle. O Ministério da Saude do Brasil utiliza atualmente o
coeficiente de deteccdo como estatistica para consolidacdo dos dados de LT,
considerando que o longo periodo possivel de incubacdo ou a demora para o
diagnodstico da doenca podem dissociar a notificacdo dos casos da incidéncia
real. De 1985 a 2005, observam-se média anual de 28.568 casos e coeficiente
de deteccao médio de 18,5 casos/100 mil habitantes.

O estado de Mato Grosso (MT), local do estudo ora apresentado,
contribuiu com um total de 69.774 (11,4%) de casos da doengca no mesmo
periodo; de 1985 a 2005, a variacao do numero anual de casos foi de 1.157
em 1985 a 5.504 em 1999 e o coeficiente de detecgao (casos/100 mil
habitantes) variou entre 97,91 em 1996 e 206,05 em 1997 (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2007). Em 2006, dados preliminares, o total de casos de LT em MT foi
2751, com coeficiente de deteccdo médio de 189,19 casos/100 mil habitantes,
isto é, considerando-se o total de casos pela populacdo do estado naquele ano.
Observa-se que este coeficiente é aproximadamente dez vezes maior que o
coeficiente médio brasileiro acima referido. O coeficiente de deteccdo maximo
foi de 1964,94 casos/100 mil habitantes, registrado no municipio de Colniza,

localizado ao norte do estado® (ANEXO 1).

1 - Secretaria Estadual de Saude de MT. Coordenacdo de Vigilancia Epidemiolégica [mensagem
pessoal]. Mensagem recebida por mahueb@terra.com.br.
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Hoje, considera-se para as acgdes de vigilancia e controle, entre outros, o
indicador de densidade de casos de LT (niimero de casos por Km?). No periodo
de 2001 a 2003, identifica-se no Brasil um total de 24 circuitos de producao da
doenca que respondem por 75% dos casos registrados em 2004. Neste ano,
MT esteve presente em dois dos quatro circuitos com maior representagao de
casos, com taxas de deteccdo de 293,10 e 217,70 casos/Km?, nos circuitos
PA/MT E RO/AM/MT, respectivamente (BRASIL, 2007).

No Brasil, sdao referidas trés espécies principais de Leishmania
associadas aos casos de LT, duas do subgénero Viannia, a L. (V.) braziliensis e
a Leishmania (Viannia) guyanensis, e uma do subgénero Leishmania, a
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Outras espécies ja identificadas como
associadas a casos esporadicos de leishmaniose cutanea (LC), sobretudo na
regido da Amazébnia, sao Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
naiffi, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi (LAINSON
& SHAw, 1987; LAINSON & SHAwW, 1992; LAINSON et al.,, 1994; MARzZOCHI &
MARZOCHI, 1994; SILVEIRA et al., 2002; BrAsIL, 2007).

Assim como na maior parte do Brasil, em MT a espécie predominante é a
L. (V.) braziliensis; em trabalho recente, de um total de 68 isolados, a L. (L.)
amazonensis foi isolada de 4 casos, sendo a L. (V.) braziliensis atribuida aos
outros 64 casos (ANDRADE et al., 2005; CARVALHO et al., 2006). Os pacientes
eram procedentes de diferentes areas, mas principalmente de municipios da
regiao norte do estado.

Na LT, ha diversidade nas formas de apresentacdo clinica que podem

variar de lesdes cutédneas isoladas, de evolucdo recente e de facil abordagem
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terapéutica, a lesdes de maior complexidade. Por exemplo, com envolvimento
tardio de mucosas (espundia ou leishmaniose mucosa - LM) ou envolvimento
de areas multiplas e extensas da pele, como na leishmaniose disseminada e na
leishmaniose cutanea difusa (LCD), esta ultima situada num pélo anérgico da
doenca (MARSDEN, 1984; MARSDEN et al., 1986; CosTA et al., 1986; CosTA et al.,
1992; CosTA et al., 1998; CosTA et al., 1999; BARRAL et al., 1991; CARVALHO et
al., 1994; HueB, 1997b; HUEB, 1997c; CARVALHO et al., 2002).

Uma classificacdo clinica da doenca é mostrada na figura 1 (MARZOCHI,
1992; MARzZOCHI & MARZzZOCHI, 1994; MARZOCHI, SCHUBACH & MARZzOCHI, 1999;

BRASIL, 2006; BRASIL, 2007).
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Leishmaniose tegumentar

americana

I
Leishmaniose
cutanea

@) Forma Cutanea Unica
(2) Forma Cutanea Multipla
(3) Forma Cutanea Disseminada
(4) Forma Recidiva Cutis

~

L

\(5) Forma Cutanea Difusa y,
eishmania braziliensis (1,2,3,4) )

Leishmania amazonensis (1,2,3,4,5)

d.eishmania guyanensis (1,2,4) )

|
Leishmaniose
mucosa

(6) Forma Mucosa Tardia

(7) Forma Mucosa Concomitante
(8) Forma Mucosa Continua

(9) Forma Mucosa Primaria

(10) Forma Mucosa Indeterminada
[Leishmania braziliensis (6,7,8,9,10) }

Leishmania amazonensis (8)

Figura 1. Leishmaniose tegumentar no Brasil: classificacdo clinica e respectivos

agentes etioldgicos (BRrasiL, 2007).

Nota-se que as formas clinicas estdo relacionadas a espécie de

Leishmania. A L. (V.) braziliensis é responsavel pela quase totalidade dos casos

de LM (MARSDEN, 1986; GRIMALDI, TESH & MCMAHON-PRATT, 1989; GRIMALDI &

TESH, 1993; MARSDEN, 1994a;

MARZOCHI & MARZOCHI, 1994), exceto em

situagdes raramente relatadas, como casos isolados de formas mucosas por L.

(V.) guyanensis (SANTRICH et al., 1990), L. (L.) amazonensis (BARRAL et al,

1991) e Leishmania (Viannia) panamensis (OSORIO, CASTILLO & OCHOA, 1998).
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Esse potencial para o desenvolvimento de formas mucosas tardias, de carater
cronico, dependente muitas vezes de intervengdes medicamentosas multiplas,
indica uma maior atencao na terapéutica direcionada a essa espécie, de fato,
mais prevalente e distribuida em todas as areas de ocorréncia de transmissao
da LT no Brasil. As condicdes associadas ao desenvolvimento de formas
mucosas nos pacientes portadores de LC por essa espécie de parasito ndo sao
de todo esclarecidas. Fatores como tratamento ndo efetivo ou até auséncia de
tratamento, o que geralmente se relaciona com curso clinico prolongado das
lesGes cutdneas até a cura, parecem estar associados a maior probabilidade
futura de desenvolvimento das lesdes mucosas, assim como a presenca de
lesdes multiplas, extensas e de longa duracdao (LLANOS-CUENTAS et al., 1984;
MARSDEN et al., 1984; MARSDEN et al., 1986; JONES et al., 1987). Outros fatores
como localizacao das lesdes, co-existéncia de condigdes morbidas debilitantes
como a subnutricdo, e ainda fatores como sexo masculino e idade adulta
poderiam ter algum papel na patogénese desta condicao (SARAVIA et al., 1985;
NETTO et al., 1990; MARSDEN, 1994; MACHADO-COELHO et al., 2005).

A freqliéncia elevada de casos de LT, sem perspectiva real de controle e
de prevencao baseadas em medidas exeqliveis e eficazes, reforca a
necessidade de busca de alternativas para seu tratamento, hoje realizado com
esquemas em que contrastam a boa eficacia com a dificil operacionalizacao e

elevada freqliéncia de efeitos adversos.
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1.2 TRATAMENTO DA LEISHMANOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA):

REVISAO SOBRE O TEMA

Os antimoniais pentavalentes (Sb*°) sdo as drogas de primeira escolha
para o tratamento das leishmanioses; no Brasil, o Ministério da Saude tem um
programa de distribuicao gratuita do medicamento com repasse aos Estados
gue o disponibilizam aos servicos de salde responsaveis pela assisténcia aos
doentes.

O uso do antimoénio (Sb) como medida terapéutica tem sido referido
desde a época das civilizagdes egipcias quando era utilizado no tratamento de
infeccOes oculares. Por séculos, o tartaro emético, um antimonial trivalente
produzido de forma artesanal, foi utilizado no tratamento de diferentes
condicdes clinicas principalmente doencas pulmonares, até que no inicio do
século passado observou-se sua acao terapéutica na doenca do sono, hoje
tripanossomiase africana. Em 1912, Gaspar Vianna, no Brasil, descreve a agao
terapéutica do tartaro emético num paciente com LM, sendo essa acao
confirmada em pacientes com LV tratados na Itdlia e na india. Porém, sua
eficacia terapéutica viu-se limitada por seus efeitos toxicos, graves e
frequentes (MARSDEN, 1985a; BERMAN, 1988; GOODWIN, 1995).

Os antimoniais pentavalentes (Sb*?) foram introduzidos em 1920 por
Bramachari, com a utilizagao da Urea Stibamine, que superava os trivalentes
em eficdcia e apresentava menor toxicidade (MARSDEN, 1985a). Outros
antimoniais mais estaveis foram desenvolvidos, sob a forma pentavalente; em

1937, a Wellcome Foundation, sediada na Inglaterra, iniciou os estudos pré-
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clinicos do estibugluconato de sédio (GoobwiN, 1995), podendo-se afirmar que
os antimoOnios pentavalentes, ainda hoje, a despeito de todas suas limitagoes,
representam o maior avanco observado no arsenal terapéutico das
leishmanioses (MARSDEN, 1985a; BERMAN, 1988; BERMAN, 1997).

Atualmente, os antimoniais pentavalentes encontram-se comercialmente
disponiveis sob duas formas de acuUcares conjugados, que apresentam
similaridade estrutural e pertencem ao mesmo grupo farmacoldégico (MARSDEN,
1985a; BERMAN, 1988 e 1996). Sao eles:

1) Estibogluconato de sédio, que corresponde ao Sb*> conjugado ao
acido glicénico, comercialmente denominado Pentostam®, com apresentagdo de
frascos de 100 ml (100mg Sb*>/ml), manufaturado atualmente por The
Wellcome Foundation Ltd-GlaxoSmithKline UK e amplamente utilizado em
paises de colonizacdo inglesa, Reino Unido e Estados Unidos da América.
Também laboratérios na China e na India manufaturam seu préprio
estibogluconato, visando reduzir os custos do tratamento.

2) Antimoniato-N-metilglucamina, que corresponde ao Sb*’
conjugado a metil-glucamina, é comercializado sob a denominagdao de
Glucantime® sob a forma de ampolas contendo 5 ml (81mg Sb*>/ml), sendo
amplamente utilizado nos paises de lingua ndo-inglesa. O laboratério Rhone
Poulenc era o responsavel pela producdo de Glucantime® na Franca, sendo
fornecido para o Brasil pelo laboratério Aventis. Informacdes disponiveis na
pagina eletronica do laboratério Sanofi-Aventis anunciam a decisdao de
concentrar a producdo do Glucantime® em sua fabrica situada no Estado de

Sdo Paulo, ja a partir de 2007, passando o Brasil a ser responsavel, tanto pelo
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abastecimento interno do medicamento, como pelo fornecimento para os

outros paises em que é utilizado (http://www.sanofi-aventis.com.br/live/br/pt/

layout.jsp?cnt=336896D6-0362-4FB1-BA23-0CCFC67257F7).

Ambas as apresentacdes dos antimoniais pentavalentes teoricamente
equivalem-se quanto ao mecanismo de acdo, farmacocinética e
farmacodinamica, esperando-se nao haver diferenca em termos de eficacia e
toxicidade, (MARSDEN, 1985a; BERMAN, 1988; BERMAN, 1997). Entretanto,
estudos brasileiros recentemente realizados e publicados, demonstraram
diferenga significativa de toxicidade entre eles. Estudos comparando
antimoniato de meglumina produzidos por diferentes laboratérios encontraram
diferenca quanto a quantidade de metais em geral detectados nos produtos,
com maior presenga de arsénio e chumbo no composto que esteve associado a
maior freqliéncia de eventos adversos (SILVA Jr, 2001; ROMERO et al., 2003).
Em outros relatos, estudos comparando estibogluconato de sédio (composto
genérico, produzido na China) e antimoniato de meglumina (Glucantime®)
mostraram diferencas significativas na freqiéncia de eventos adversos, maior
para o primeiro e provavelmente relacionadas a matéria prima e a metodologia
utilizada na manufatura e preservacao destes compostos (HUEB et al., 19973;
HUEB et al., 1998a; HUEB et al., 1998b; SALDANHA et al., 2000; DEeprs et al.,
2000).

De utilizacdo exclusivamente parenteral, apds a absorcao, os antimoniais
pentavalentes atingem uma concentracdo plasmatica maior do que os

trivalentes, sendo que a maior parte da dose utilizada é rapidamente excretada
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via renal, nas primeiras vinte e quatro horas (REES et al., 1980). A eliminagao
da droga ocorre em duas fases distintas:

1. Uma fase de eliminacdao rapida, com a meia-vida aproximada de
duas horas, havendo reducdao dos niveis sanguineos para 1% da dose inicial
apds um periodo de 6h, independente da via de administracdo utilizada, se EV
ou IM (MARSDEN, 1985a). Entretanto, ha evidéncias de que a administracdo
pela via intramuscular manteria uma concentracdo sérica menor por tempo
mais prolongado (REES et al., 1980).

2. Uma fase de eliminagdo lenta com meia-vida de
aproximadamente 33 a 72 horas, na qual parece ocorrer uma conversao para
antimonial trivalente, que seria responsavel pelo aumento cumulativo das
concentracdes basais da droga e pelo aparecimento dos efeitos adversos e
toxicidade dos antimoniais (CHULAY et al., 1988). A maior parte da droga retida
encontra-se depositada em figado e baco (MARSDEN, 1985a; OSTER et al., 1985;
OULLETE et al., 1993).

A atividade dos antimoniais apresenta variagdo conforme espécie e cepa
da Leishmania envolvida, havendo relatos de resisténcia primaria a droga
(OUELLETE et al., 1993; ROMERO, 2000; ROMERO et. al., 2001; CROFT, YARDLEY &
KENDRICK, 2002; YARDLEY et al., 2006). Sua eficacia pode ainda variar de lote
para lote do medicamento, que podem conter diferentes concentragbes de
Sb*>, demonstraveis por técnicas quimico-analiticas. O modo e o tempo de
armazenamento da medicacdo podem alterar as concentracdes de Sb*> nas

ampolas (MARSDEN, 1985a; ROMERO et al., 1996).
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Estima-se atualmente, que o custo especifico total do tratamento da LT
com o antimoniato de meglumina utilizado no Brasil, o Glucantime®, seja em
média de 250 reais por paciente, dependendo da resposta terapéutica
apresentada. Os custos adicionais sao imprecisos, envolvendo profissionais,
exames laboratoriais, transporte, seringas, entre outros.

A toxicidade medida pelo aparecimento de efeitos adversos e alteracdes
nos exames complementares parece ser dose-dependente. H& poucos relatos
na literatura sobre deteccao precoce dos mesmos, fase em que a dose
acumulada seja talvez de pouca significancia (MARSDEN, 1985a; THAKUR, 1986;
CASTRO, SAMPAIO & MARSDEN, 1990; RIBEIRO et al., 1999). O aumento
cumulativo das concentragbes basais e a transformacao de pentavalente em
trivalente parecem ser os fatores determinantes destes efeitos relacionados ao
uso da droga. Ocorrem, geralmente, da metade para o final do tratamento,
entre a 22 e a 32 semana, sendo de intensidade e importancia clinica variaveis,
havendo necessidade de interrupcdao do esquema terapéutico somente em
poucos casos (LAWN et al., 2006). A freqléncia com que estes efeitos adversos
ocorrem € variavel. Mialgia e artralgia estdo entre os mais comuns e em
pacientes tratados com esquemas de 20 mg/Sb*>/kg/dia tém sido descritos em
até 50 a 80% dos casos (BERMAN, 1988; BERMAN, 1997; DEPs et al., 2000;
SALDANHA et al., 2000).

Alteragoes eletrocardiograficas tais como achatamento ou inversdo de
onda T ou prolongamento do intervalo QT, sdao descritas como repercussoes
cardiacas relacionadas ao uso dos antimoniais pentavalentes, estando

diretamente relacionadas a duracao do esquema terapéutico e a dose didria de

26



Sb*> utilizada (BRYCESON et al., 1985; CHULAY et al., 1985; CHULAY et al., 1988;
SALDANHA et al., 2000). Alguns poucos relatos descreveram alteragdes
precoces, com doses baixas, talvez pela existéncia de alteragdes cardioldgicas
ndo detectadas nos exames pré-tratamento ou por mecanismos outros nado
conhecidos de cardiotoxicidade dos antimoniais (HUEB et al., 199723; HUEB et
al., 1998b; RIBEIRO et al.,, 1999; RODRIGUES et al., 2007). A ocorréncia de
morte subita relacionada ao uso dos antimoniais, rara, mas preocupante,
parece também depender do uso prolongado e eventualmente de doses
elevadas do Sb*> (CHULAY et al., 1985; OLIVEIRA et al., 2005).

Outros efeitos adversos descritos com menor freqléncia sao alteragoes
da funcdo renal e elevacdao de enzimas hepaticas, com aumento dos niveis
séricos de uréia e creatinina, proteinuria, alteracdo da capacidade de
concentracdo urindria, elevacao dos niveis séricos de transaminases e
fosfatase alcalina, que podem funcionar como indicadores de toxicidade da
droga (VEIGA et al., 1983; MARSDEN, 1985a; NAVIN et al., 1992). Existem
relatos de pancreatite aguda atribuida ao uso dos antimoniais pentavalentes
(TORRUS et al., 1996; GASSER et al., 1994; LAMBERTUCCI, FRANCA & QUEIROZ,
2004), entretanto é um efeito toxico pouco observado, pois a freqliente
alteracdo das enzimas pancreaticas ndo se associa a manifestagao clinica na
grande maioria dos casos (BERMAN, 1997; HUEB et al., 1998c; SALDANHA, 2000;
Deps et al., 2000;). Nauseas, vOmitos, cefaléia, fraqueza, anorexia,
palpitacdes, dores epigastricas, neuropatias periféricas, lesdes herpéticas e

febre, entre outros, também sdo efeitos adversos relatados com a utilizacao
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dos antimoniais pentavalentes (MARSDEN, 1985a; NAVIN et al., 1992; SEATON et
al., 1999; DEeps et al., 2000).

Estudos de avaliacao de eficacia dos antimoniais no tratamento da LTA
mostram que a resposta terapéutica € satisfatoria, sobretudo com relacao a
LC, com taxas de cura sempre acima de 60%, frequentemente atingindo taxas
de 80% ou 90%, em uma Unica série, com tendéncia a elevacao destas taxas
quando do uso de duas ou mais séries; algumas excecdes nestes resultados
parecem se relacionar ao tratamento em condigdes epidemioldgicas especificas
como em localidades com predominio de espécies como L. (V.) guyanensis ou
L (V.) panamensis (BERMAN, 1996; BERMAN, 1997; MoscowiTz & KURBAN, 1999;
HERWALDT, 1999; ROMERO et al., 2001).

As drogas de segunda escolha para o tratamento da LTA sdo a
anfotericina B e a pentamidina, ambas também de utilizagdo exclusivamente
parenteral. As formulacdes de anfotericina B, tanto o desoxicolato como as
formulagdes lipidicas mais recentes, sdo indicadas para situacdes de falha
terapéutica ou pacientes com contra-indicagdo aos antimoniais, mas tém sido
utilizadas principalmente no tratamento da LV resistente aos antimoniais,
situacdo observada especialmente em algumas &reas endémicas da India
(SUNDAR et al., 2001; SUNDAR et al., 2004). A pentamidina tem sido utilizada
como medicamento de primeira escolha em localidades onde ha predominio de
L. (V.) guyanensis (LA1 A FAT et al., 2002), porém como a espécie
predominante no Brasil é a L. (V.) braziliensis, a pentamidina permanece como
medicamento alternativo. Também é de wuso restrito por requerer

acompanhamento rigoroso de equipe especializada, uma vez que pode causar
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reagOes durante a aplicagao tais como hipoglicemia e hipotensao, e reagao no
local da aplicacdo quando administrada por via intramuscular (BERMAN, 1997;
LAI A FAT et. al., 2002; DE PAULA et al., 2003; ANDERSEN et al., 2005), com o
agravante de poder desencadear um quadro de diabetes insulino-dependente

(Costa, 1993; CosTA et al., 1995).

1.3. JUSTIFICATIVA PARA AVALIACAO DE ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS E DO
USO DE IMUNOTERAPICOS NO TRATAMENTO DA LTA. BREVE DISCUSSAO DA

IMUNOPATOGENESE DA DOENCA.

Apesar da eficacia potencial dos esquemas convencionais de tratamento
com os antimoniais, ha fatores que limitam seu uso. Dentre eles, toxicidade,
alto custo especifico e adicional do tratamento, necessidade de esquemas
terapéuticos prolongados para obter-se a cura, uso parenteral exclusivo,
instabilidade quimica, falta de disponibilidade de métodos seguros para o
controle de qualidade dos compostos comercialmente disponiveis, e até o
surgimento de cepas de Leishmania primariamente resistentes. A busca de
alternativas terapéuticas é necessaria, considerando-se os diferentes cenarios
de ocorréncia das leishmanioses, com dificuldades técnicas e operacionais tao
diretamente vinculadas a boa assisténcia aos pacientes.

Quanto aos medicamentos hoje considerados como de segunda linha
para tratamento das leishmanioses, a anfotericina B apresenta excelente
eficacia no tratamento das diversas formas de leishmanioses, mas tem como

fatores limitantes a necessidade de uso em ambiente hospitalar assistida por
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equipe especializada e um rigoroso controle laboratorial, devido a toxicidade
cardiaca e renal, causas freqlientes de hipocalemia e hipomagnesemia, entre
outros. Além destes fatores, os esquemas propostos sdo geralmente de longa
duragao, o que acarreta aumento no custo e reducao da adesao ao tratamento
por parte do paciente. Mesmo as formulacdes lipidicas mais recentes, com
potencial reducao da freqiéncia de eventos adversos associados, também
apresenta os inconvenientes do tempo prolongado de tratamento, uso
parenteral e necessidade de seguimento com observacdo clinica e exames
laboratoriais freqientes. Sobre a pentamidina, sao poucos os estudos de
avaliacdo de eficacia e com variagdes nos esquemas terapéuticos, o que
dificulta qualquer conclusao sobre o real papel da pentamidina hoje dentro do
cenario de tratamento das leishmanioses. Também é medicamento de uso
restrito em decorréncia dos efeitos adversos citados.

Considerando-se que as drogas de primeira escolha e as de segunda
linha atualmente disponiveis para tratamento da LTA tém niveis satisfatorios
de eficacia, mas apresentam perfis que distam do conceito de droga ideal,
principalmente pela toxicidade, necessidade de tratamento de longa duragao, e
custo elevado, buscou-se avaliar a eficicia de uma outra modalidade
terapéutica. Trabalhos da literatura médica demonstrando a resposta clinica
favoravel quando da utilizacdo de imunoterapia com antigenos de Leishmania
spp utilizados como vacina para imunoprofilaxia da leishmaniose, motivaram a
avaliacdo da eficacia desta modalidade de tratamento.

A interagcdao do parasito com o hospedeiro e a conseqiiente resposta

imune desencadeada a partir deste encontro, definem a expressao clinica da
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leishmaniose. O padrao da resposta imune a ser desenvolvido esta diretamente
relacionado a patogénese da LT. As citocinas sdao o0s componentes
fundamentais na elaboragao da resposta imune, sendo a IFN-y um elemento
central por ser o responsavel pela ativacdo de macréfagos que podem
desencadear mecanismos de destruicao de leishmanias. A compreensdo sobre
o equilibrio em sua producado e de fatores outros que regulam seus efeitos nos
macrofagos, é fundamental para o desenvolvimento da imunoterapia e
imunoprofilaxia das leishmanioses.

Sao descritos dois perfis classicos de resposta imune que caracterizariam
a LTA como uma doenga polar. No pdlo positivo, representado pelas formas
cuténea localizada, mucosa e “recidiva cutis”, ha um predominio na expressao
de citocinas tais como IFN-y e IL-2, mas também de TNF-a, caracterizando um
perfil Tipo 1 (Thl) de resposta imune celular. Este perfil parece conferir
resisténcia ao individuo infectado e determina uma evolucdo clinica satisfatéria
que pode variar de uma infeccdo subclinica a uma doenca branda, com
evolucdo para cicatrizacdo espontdnea ou boa resposta terapéutica aos
esquemas convencionais, especialmente nas formas cutaneas. No podlo
negativo, representado pela LCD, os pacientes apresentam no sangue
periférico o perfil Tipo 2 (Th2) de resposta celular com predominio de citocinas
tais como IL-4 e IL-5, e auséncia de IFN-y. Neste caso, os individuos
apresentam maior suscetibilidade ao parasito, evoluindo com quadro clinico
prolongado, geralmente refratario aos esquemas convencionais e apresentando
recidivas freqlentes (ConviT et al., 1972, 1989; CASTES et al., 1983; CARVALHO

et al., 1985; BARRAL et. al., 1991, 1995). Observa-se que a LM estaria no podlo
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positivo em relacao ao padrdo de resposta imune celular, porém com producao
de anticorpos maior comparando-se a LC, sugerindo padrao misto de resposta
imune. Considerando-se aspectos de evolucdo clinica, ¢ uma forma de
apresentacao de dificil condugao, com tendéncia a cronicidade.

Muitos dos fatores que determinam o perfil imune desenvolvido a partir
da infeccdo permanecem obscuros, acreditando-se que a espécie do parasito e
os fatores imunoldgicos e genéticos do individuo infectado possam ser
determinantes para a resposta imune precocemente desenvolvida e
consequente evolugao clinica da LTA (ScoTT, SACKS & SHER, 1983; ScoTT et al.,
1988; BOMFIM et al., 1996; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BARRAL-NETTO et al.,
1998; TuRETZ et al., 2002). Na resposta do tipo 1 ocorre o controle da
multiplicacao de parasitos e de sua disseminacdao, mas este mesmo padrao
inflamatério pode induzir mais ou menos dano tecidual, na dependéncia do
equilibrio desta resposta. Os pacientes com LC tém majoritariamente
intradermorreacao positiva e alta resposta linfoproliferativa. Nesses pacientes,
as células mononucleares do sangue periférico secretam niveis elevados de
IFN-y e TNF-a e niveis baixos de IL-5 e IL-10 quando estimuladas com
antigenos sollveis de Leishmania, sendo a célula CD4+ o tipo celular que
contribui com a maior parte da producdo de IFN- y em sangue periférico e nos
tecidos onde também ha predominio destas citocinas de resposta Th1l (PIRMEZ
et al.,, 1993). Na doenca ativa, ha predominio de células CD4+ em relagao as
células CD8+ e apds o tratamento ha um equilibrio entre estas células,
sugerindo um papel destas ultimas na cura clinica (DA-CRUZ et al., 2002). A

resposta inflamatoria inicial, apesar de necessaria no controle da progressao
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da infeccdo, parece ser importante na formacao da Ulcera; mesmo a utilizacdo
de medicamentos em fases bem precoces pré-lesdo nao impediria o
desenvolvimento da Ulcera, devido a resposta ja desencadeada (MACHADO et
al., 2002).

Assim, sabe-se que a resposta Thl é fundamental para a ativacao de
macrofagos e sintese de produtos téxicos para as leishmanias. A presenca de
grandes quantidades de citocinas regulatérias que reduzem ou eliminam a
presenca de IFN-y contribuem para a disseminagao do parasito; apesar de
regular a multiplicagao e disseminagao do parasito, a resposta Thl exacerbada
se correlaciona com maior destruicao tecidual. O desenvolvimento de resposta
imune modulada parece ser a chave para o desenvolvimento de formas mais
brandas, cicatrizacdo espontanea e mesmo o nao desenvolvimento de doenca
(infeccao subclinica). A avaliagao de individuos com evidéncias de infeccao sem
relato de doenga, indica que a resposta tipo 1 modulada, com menor produgao
de IFN-y e TNF-a, pode induzir protecao sem lesao tecidual (FOLLADOR et al.,
2002).

Estes perfis bem definidos de resposta imunoldgica, associados as
formas clinicas e dividindo a doenca em pdélos distintos tém auxiliado na
compreensao dos mecanismos de producao da doenga, mas a complexidade da
resposta imune nas leishmanioses ultrapassa certos conceitos. Pode-se
considerar que a resposta imune desencadeada diante do parasito é o principal
determinante da evolucdo da infeccdo, mais do que os fatores proprios da
Leishmania relacionados a espécie ou cepa, mesmo que se reconhegca que

somente determinadas espécies sdo associadas a determinada forma de
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doenca. O fenotipo da resposta imune pode ter determinagdo genética. Uma
evolucdo para uma forma grave anérgica refrataria de doenca é caracterizada
por uma paralisia imune especifica aos antigenos da Leishmania e ha muito foi
demonstrado in vitro que esses pacientes apresentam supressao de resposta
linfocitaria antigeno-especifica (PETERSEN et al., 1984) e que a resposta
favoravel ao tratamento depende da recuperacao da capacidade de resposta
celular a Leishmania (ConviT et al., 1989, 1993). Ja& as infeccbes por
Leishmania do complexo Viannia com evolugdo cronica como Ulceras cutaneas
de dificil cicatrizacdo e formas mucosas, se caracterizam por resposta imune
celular exacerbada, desencadeada por fatores nao de todo conhecidos. A célula
mononuclear com fungao de fagocitose parece ser a determinante dessa
resposta. Demonstrou-se que nos pacientes com formas crbnicas os
macréfagos diferenciados de células mononucleares de sangue periférico
tinham maior suscetibilidade a infeccdo por promastigotas quando comparados
aos individuos com formas subclinicas (ROBLEDO et al., 1994; WEIGLE & SARAVIA,
1996).

Os fatores determinantes da evolugao natural da LT ndo sao de todo
conhecidos, pois 0s conceitos sao muitas vezes firmados em estudos
experimentais que nao definem por completo a resposta no homem. Mas, o
estado atual do conhecimento nos permite dizer que o padrdao da resposta
imunoldgica a ser desenvolvido frente a uma infeccdo por Leishmania iréd
determinar a expressao da doenca individualmente, abrindo perspectivas para

avaliacao de tratamentos baseados em modulagao de resposta imune.
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1.4. REVISAO HISTORICA DO USO DO LEISHVACIN® NA IMUNOPROFILAXIA E

IMUNOTERAPIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

A utilizacdo de substancias capazes de desencadear ou preservar uma
resposta imune celular protetora, perfil Thl, pode ser uma alternativa
terapéutica para o tratamento da LTA. Diversas propostas de imunomodulagao
tém sido estudadas para profilaxia ou tratamento das leishmanioses, sem
haver, entretanto, até o presente momento, a definicdo de qual substéncia
utilizar, qual a dose e o tempo de tratamento ideal para se obter resultados
satisfatdérios, superiores ou semelhantes aos observados com o uso dos
antimoniais pentavalentes (CoNvIT et al., 1987; CoNviT et al., 1989; MODABBER,
1989; NASCIMENTO et al., 1990; ENGERS et al., 1996; BRETSCHE et al., 2001).

Desde o inicio do século passado, a imunoterapia tem sido relatada
como alternativa terapéutica para diversas doencas infecciosas. O primeiro
relato do uso intencional de parasitos do género Leishmania para tratamento
das leishmanioses, deve-se a DI CRISTINA & CORONIA (1912, apud Mayrink et
al., 1992). Estes autores inocularam promastigotas mortas de leishmanias
cultivadas em meios artificiais em pacientes portadores de LV, sem entretanto
obterem resultados satisfatérios. Nesse mesmo ano, Row (1912, apud MAYRINK
et al., 1992) relata a cura de trés pacientes portadores de Botdo do Oriente
apos a utilizacdo de imunoterapia. Posteriormente nas Américas, observa-se a
realizacdo de diversos ensaios utilizando parasitos mortos com fins profilaticos,

ressaltando-se os estudos de PESSOA & PESTANA (1940) e PESSOA (1941). Estes
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autores ressaltaram a possibilidade da utilizacdo de parasitos mortos como
uma alternativa terapéutica para as diversas formas de leishmanioses
presentes no Brasil.

Entre 1940 e 1970, observa-se uma lacuna no estudo da imunoterapia
das leishmanioses, até que na década de 70, o Laboratério de Leishmanioses,
do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais/ UFMG, desenvolveu uma vacina
antileishmaniose tegumentar americana, constituida de formas promastigotas
mortas por ultra-som (MAYRINK et al., 1978; MAYRINK et al., 1979). A vacina
viria posteriormente a ser chamada de Leishvacin®, mas ja com modificacbes
quanto as cepas componentes e o laboratério responsavel pela producao da
mesma, neste caso a Biobras S/A.

Inicialmente, a vacina era composta de cinco cepas de Leishmania
dermotrdpicas, objetivando produzir um antigeno eficaz contra as infeccoes
causadas pelas diversas espécies de Leishmania encontradas no Brasil e
restante da América Latina. Posteriormente, por recomendacao de um Comité
de Experts da OMS, a vacina passou a ser composta de uma Unica cepa de L.
(L.) amazonensis, IFLA/BR/67/PH8. Esta decisao baseou-se na demonstragao
de que antigenos dessa espécie induziam resposta imunoestimuladora
adequada, semelhantes a induzida por antigenos de L. (V.) braziliensis, espécie
sempre preterida pela possibilidade de hiperestimulacao da resposta imune o
que poderia levar a ocorréncia de lesdes mucosas mutilantes (MAYRINK &

MAGALHAES, 1999a).
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1.4.1. Imunoprofilaxia com o Leishvacin®: revisdo dos trabalhos publicados

O primeiro ensaio clinico relatado utilizando a vacina policepa na
imunoprofilaxia da leishmaniose, data de 1979, ainda com a vacina composta
por cinco cepas de Leishmania spp. Foi incluido no estudo, um total de 1588
individuos com intradermorreacdo de Montenegro (IRM) negativa, residentes
em area endémica de LT do estado de Minas Gerais. Os individuos foram
divididos em dois grupos, tendo sido 614 vacinados e 974 nao vacinados. Os
autores referiram conversao do teste de Montenegro em 78,4% dos individuos
vacinados, fato este nao observado no grupo de individuos ndo vacinados,
quando avaliados trés meses apds o inicio do estudo (MAYRINK et al., 1979).
Entretanto, ao longo dos anos subseqiientes, houve reducao da incidéncia de
LT na localidade onde se realizou a pesquisa, dificultando a interpretacao dos
resultados obtidos quanto a capacidade protetora da vacina.

III

MAYRINK et al. (1985) realizaram uma “campanha vacinal” no municipio
de Viana-ES, objetivando conter um surto de LT que vinha sendo observado
naquela localidade. Ao todo, foram incluidos 483 individuos, sendo 216
vacinados com duas doses de 0,24 mg/ml. Testados apdés 40 dias, 187
(86,6%) individuos apresentaram conversdao da IRM contra nenhuma
conversao nos nao vacinados. Apds 2 anos, a freqléncia de doenca nos nao
vacinados foi de 8,9% e nos vacinados, 1,7%.

Em 1981 e 1983, ANTUNES et al. (1986) realizaram um estudo duplo cego
randomizado, utilizando a vacina em grupos de militares que estariam

expostos a infeccdo por periodo limitado de tempo, com o objetivo de avaliar a

eficacia profilatica da vacina. A conversao de IRM foi observada em 33% dos
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individuos vacinados em 1981 e em 70% daqueles vacinados em 1983, com
uma taxa de protecao de 23% e 60% para cada ensaio, respectivamente. A
baixa taxa de conversao observada nos individuos vacinados em 1981 foi
atribuida ao pequeno intervalo de tempo transcorrido entre a aplicacdo da
vacina antileishmaniose e outras vacinas, principalmente a vacina
antiamarilica.

Em 1991, sdo realizadas duas reunides para anadlise dos resultados até
entdao relatados, com a participagao da OPAS, OMS/ TDR e o grupo de
pesquisadores responsaveis pela producdao da vacina. Decidiu-se que a
InduUstria Biobras S/A assumiria a producdo em escala industrial sob condicdes
G.M.P. (Good Manufacturing Pratices) e com o compromisso de fornecimento
da vacina para os ensaios clinicos subseqglientes. Inicialmente, a vacina
produzida, agora com o nome registrado Leishvacin®, era ainda composta de
cinco cepas, mas por decisdo do comité técnico, passou a ser composta de
uma Unica espécie, a L. (L.) amazonensis, cepa IFLA/BR/67/PH8.

Estudos clinicos de fase I (seguranca/toxicidade), II (imunogenicidade) e
IIT (eficacia), utilizando o produto em concentracdao de 0,24 mg/ml de
nitrogénio, conservado em tiomersal 0,1 mg/ml em pH 7,4, foram, entdo,
realizados, visando avaliar a vacina industrialmente produzida (MENDONCA et
al., 1993, 1995; HERMETO et al., 1994; MARZOCHI et al., 1995; GENARO et al.,
1996; DE LucA et al., 1997, 1999; MARzOCHI et al., 1998). Os ensaios clinicos
para avaliacdo da imunogenicidade da Leishvacin® demonstraram conversdo
significativa da resposta a IRM nos individuos vacinados, associada a uma

producdo de citocinas do perfil Th-1 da resposta imune celular, além de um

38



aumento da resposta linfoproliferativa de células mononucleares de sangue
periférico, quando comparados aos individuos nao vacinados (NASCIMENTO et
al., 1990; MENDONCA et al., 1993, 1995). Os estudos forma realizados tanto
com a vacina policepa como monocepa.

DE Luca et al. (1997) relataram ter havido uma elevada expressao de
IFN-y e IL-2, apdés administragdao de doses de 180, 360 e 540 ug de N,
proteico/ml de Leishvacin®, em trés grupos de voluntdrios saudaveis com IRM
negativa; a dose de 360 ug de N, proteico/ ml, aplicada em duas ou trés
injecbes com intervalos de 21 dias, mostrou-se mais imunogénica, com maior
elevagdo das citocinas avaliadas.

Estudos posteriores, avaliando a estabilidade e imunogenicidade da
vacina Leishvacin® demonstraram que a vacina ndo autoclavada, preservada
em temperatura de 4°C, mantinha sua imunogenicidade por periodo de até 5
anos (MENDONCA et al., 1997; DE LucA et al., 1999; MAYRINK et al., 1999).

Visando avaliar a freqléncia de efeitos adversos e a toxicidade da
vacina, realizou-se um ensaio clinico, utilizando esquemas de uma a trés doses
de Leishvacin®, em elevadas concentra¢des, com intervalos de 7 a 21 dias
entre as doses. Os autores relataram a ocorréncia, apenas, de dor leve no local
da aplicacdao, sem ocorréncia de alteracdes laboratoriais nos exames realizados
nos individuos vacinados, ressaltando a seguranca da utilizacdao do produto em

seres humanos (MARzOCHI et al., 1995; MARzOCHI et al., 1998).
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1.4.2. Imunoterapia com o Leishvacin®: revisdo dos trabalhos publicados

A imunogenicidade e a seguranca do Leishvacin® demonstradas nos
estudos anteriores estimularam a realizacdo de ensaios clinicos utilizando-a
como imunoterapico em pacientes com LT.

ConNviT et al. (1987), apds realizacao de um estudo comparativo entre a
utilizacdo de imunoterapia com vacina semelhante a descrita acima (BCG +
promastigotas mortas de Leishmania) e quimioterapia convencional
(antimonial pentavalente) relataram a ocorréncia de efeitos adversos em 5,8 e
52,4% dos pacientes, respectivamente. A taxa de cura foi similar em ambos os
grupos. Os autores destacaram o baixo custo e baixa toxicidade da
imunoquimioterapia com vantagens sobre a terapia convencional com os
antimoniais.

MICHALIK et al. (1987) referiram utilizacdo de Leishvacin® (policepa),
como imunoterdapico em 22 pacientes portadores de LT, obtendo cura em
77,7% dos casos, apods utilizacdo de 3 a 10 séries de tratamento (60 a 200
dias). Os autores ressaltaram a possibilidade de utilizacdo da Leishvacin® em
pacientes portadores de LT que apresentassem contra-indicagdes para o uso
de antimoniais ou formas clinicas consideradas refratarias.

Num segundo estudo clinico (MAYRINK et al., 1991; MAYRINK et al., 1992),
foram tratados 62 pacientes com LT, 8 deles com lesdes mucosas. A cura
clinica foi obtida em 75,8% dos pacientes, apds o uso de 2 a 19 séries.

A area referida nos estudos esta localizada em Minas Gerais, no
municipio de Caratinga, endémico para LT. Nos dois estudos acima relatados,

as séries eram de 10 dias, seguidas de 10 dias de intervalo. Os pacientes eram
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examinados e, caso ndo houvesse cicatrizacdo, reiniciava-se a série de
medicamentos. Foi utilizada a vacina policepa e a forma de administragao foi
intramuscular no primeiro estudo e subcutanea no segundo (MAYRINK et al.,
1991). Ao mesmo tempo em que os estudos com a vacina eram desenvolvidos,
0s pacientes nao selecionados para os trabalhos eram tratados com
Glucantime®, sempre com séries de 10 dias e com dose didria preferencial de 2
ampolas por dia, independente do peso dos pacientes, mas com algumas
referéncias a doses de 20 mg/Kg/dia, sem dose maxima relatada. Nas
publicacOes originais dos estudos, ndao ha referéncia a grupos controles, mas
em relatério posteriormente apresentado pelos pesquisadores, os resultados
obtidos com a vacina foram comparados com o observado nos pacientes em
uso de Glucantime® e as taxas de cura foram semelhantes (TOLEDO et al.,
1993).

Num outro estudo relatado num trabalho de revisao (GENARO et al.,
1996), foram tratados com a vacina por via subcutdnea 60 pacientes, no
mesmo esquema acima descrito. Um total de 95% dos pacientes obteve a
cura, utilizando no maximo 20 séries (média de 7,6 = 4 séries). Um grupo
controle de 62 pacientes foi tratado com Glucantime®, todos curados com o

maximo de 9 séries (média de 4,0 £+ 1,4 séries).

A partir de entao, outros dois estudos foram desenvolvidos pelo mesmo
grupo de pesquisadores, mas desta vez com o uso associado de Glucantime®
com a vacina, inicialmente ainda a policepa e no segundo estudo ja a vacina
monocepa. O segundo estudo (MACHADO-PINTO et al., 2002) foi uma

continuidade do primeiro, este apresentado em anais de congresso e referido
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na revisao de GENARO et al. (1996), no qual 51 pacientes tiveram suas lesdes
cicatrizadas com o maximo de 7 séries, mas 90% tinham cura clinica com 4
séries. O grupo de 54 pacientes tratados com Glucantime® apresentou
cicatrizacdo das lesdes com o maximo de 9 séries, sendo que 62% com 4

séries.

Os resultados do estudo acima estimularam a realizagao do estudo
subseqliente, um ensaio clinico randomizado, controlado e duplo-cego. Um
total de 96 pacientes recebeu Glucantime® na dose de 8,5 mg/Kg/dia,
associado a placebo ou a vacina monocepa Leishvacin®, dessa vez utilizando
uma dose maior do que as utilizadas nos estudos prévios, mas mantendo-se o
tempo de 10 dias para cada série. Todos os 47 pacientes do grupo
experimental apresentaram cura ao final de 4 séries, enquanto somente 4 de
49 pacientes do grupo controle (Glucantime®) curaram com o mesmo nimero

de séries (MACHADO-PINTO et al., 2002).

1.5. JUSTIFICATIVA PARA AVALIAGAO DO LEISHVACIN® COMO ALTERNATIVA

TERAPEUTICA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

Os ensaios clinicos acima relatados, com ou sem grupo controle ou
randomizacao, apresentaram resultados satisfatdrios com o uso da vacina para
o tratamento da LTA, com eficacia similar e por vezes superior quando
comparada ao antimonial, apontando para a possibilidade de tratamento por

estimulacdo da resposta imune. A avaliacdo do uso do Leishvacin® (policepa e
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monocepa) combinado ao antimonial pentavalente indicou também que a
associacdo pode ser sinérgica, reduzindo a dose de antimonial necessaria para
obter-se a cura. Um dado importante é que nao houve associacao de eventos
adversos com a imunoterapia, exceto algumas reagodes locais.

Mas, ha fatores que devem ser considerados na analise desses
resultados. A necessidade de esquemas terapéuticos de longa duracao,
principalmente quando do uso isolado do imunoterapico, € um fator limitante
para a indicacdo de Leishvacin® como uma das drogas disponiveis dentro do
pequeno arsenal terapéutico para tratamento da LTA. Os esquemas foram
sempre mais prolongados do que o tratamento medicamentoso padronizado e
recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil, representando uma
desvantagem da utilizacdo da imunoterapia quando se considera a
operacionalizacao e a conseqliente adesao dos pacientes. A aplicagao
simultdnea de dois medicamentos de uso parenteral por periodos tao
prolongados até meses, também é um fator limitante quando da avaliacdo da
imunoquimioterapia. Essa dificuldade adicional nao deve ser subestimada, visto
gue a motivacdo para o tratamento por parte do paciente é fator fundamental
para o sucesso da resposta terapéutica.

De qualquer forma, a perspectiva de utilizagao de uma imunoterapia
eficaz quanto a resposta terapéutica, e também segura pela auséncia de
associacdo com eventos adversos sistémicos, motivou a proposta de avaliacdo
do uso do Leishvacin® no tratamento da LC. O estudo aqui apresentado foi
conduzido com o objetivo de se avaliar a eficacia do Leishvacin® como

imunoterapia (uso isolado da vacina) no tratamento na LC, em comparagao
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com o Glucantime®, o antimonial pentavalente hoje disponivel para uso nos
servicos. A avaliagdo de um esquema terapéutico utilizando o Leishvacin®
como uma Unica droga e em tempo igual ao utilizado numa série convencional
com o Glucantime®, responderia ao questionamento se a imunoterapia poderia
ser indicada como tratamento regular da LC ou somente como uma opgao para
situagdes excepcionais. Mais ainda, considerou-se que uma resposta imune
desencadeada por estimulacao antigénica a partir do uso da vacina, poderia
por hipdtese se manter por tempo suficiente para induzir a cicatrizacdo das
lesdes. A utilizacdo de cada um dos tratamentos de forma isolada conduziria a

uma melhor avaliagdo dos parametros de interesse.
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2. OBJETIVOS:

Estimar a eficacia e a freqiiéncia de eventos adversos do Leishvacin®

como imunoterapia na leishmaniose cutdnea localizada (LCL).

Como objetivos especificos:

Determinar e comparar a taxa de cura com a utilizagdao do

Leishvacin® e do Glucantime®;

Determinar o tempo até a cura com a utilizagdo do Leishvacin® e

do Glucantime®;

Determinar e comparar por observagao clinica a incidéncia de
eventos adversos com a utilizagdo da Leishvacin® e do

Glucantime®;

Comparar a incidéncia de alteragdes laboratoriais com a utilizacao

do Leishvacin® e do Glucantime®.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO:

Trata-se de um estudo experimental, do tipo ensaio clinico
randomizado, aberto e controlado, com controles ativos (Pocock, 1987), ou
seja, com grupo controle constituido de pacientes submetidos a tratamento
com antimoniato de meglumina, o medicamento de primeira escolha para as
leishmanioses no Brasil (BRASIL, 2006; BRrAsiL, 2007). A realizagdao do ensaio
aberto deu-se em decorréncia de que os medicamentos em comparagao tém
vias de administragao distintas, fazendo com que o mascaramento fosse
possivel unicamente mediante a aplicacdo diaria de duas injecdes, ou seja,
uma por via endovenosa e outra por via subcutanea, acarretando danos ébvios
aos participantes selecionados. Diante da objetividade do desfecho a ser
observado, cura ou falha terapéutica, sendo a cura neste caso a presenga de
cicatrizacdo de lesdo cutanea, ulcerada na grande maioria, considerou-se nao
haver justificativa para esta dupla administracdo parenteral diaria de
medicamentos, sem prejuizo para a avaliacao do desfecho principal.

A avaliacao final da resposta terapéutica foi realizada de forma aberta.
Nos retornos agendados para avaliacao clinica, durante e apdés a fase de
aplicagao da medicagao, os pacientes eram avaliados por duas bolsistas do
projeto, sendo uma médica e outra académica cursando o internato de
medicina na UFMT. Ambas foram submetidas a treinamento prévio, tanto para

conhecimento das fases do projeto, como o correto preenchimento das fichas
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individuais dos pacientes. A avaliacao assistida pela pesquisadora principal
incluia a anotacdo dos dados de evolucdo da doenca, da presenca ou auséncia
dos eventos adversos, estes relatados espontaneamente ou por

guestionamento, além da anotacdo dos resultados dos exames laboratoriais.

3.2. LOCAL DE ESTUDO:

O estudo foi realizado na cidade de Cuiaba, no Hospital Universitario Julio
Muiller (HUJM), da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), que conta
com um servico de referéncia estadual para diagnéstico e tratamento das
leishmanioses. O ambulatério de leishmanioses atende de 40 a 50 consultas
semanais, dos quais 70% sao confirmados como casos de leishmanioses. Os
outros 30% sdo em sua maioria pacientes com lesdes cutdneas ou mucosas,
gue apresentam como diagndsticos finais doencas como Ulceras venosas,
hanseniase ou micoses profundas, entre outras. Mensalmente, sdo realizados
no servico mais de 100 atendimentos de LT, sendo 70% de LC. Nos 20 meses
do estudo, registrou-se uma freqiiéncia mensal aproximada de 13 casos novos

de LT, com média de 9 casos novos de LC/ més.

3.2.1 Condicoes para execucao do projeto:

O Hospital Universitario Julio Muller é referéncia para doencgas infecciosas

em Mato Grosso e especificamente para diagnodstico e tratamento das
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leishmanioses desde 1993, com ambulatério e laboratério para exames
parasitoldgicos com capacidade instalada para isolar Leishmania spp. utilizando
métodos convencionais de cultivo. Atua ainda na capacitacdo de pessoal da
area de salde que necessite treinamento para prestar assisténcia aos
pacientes com leishmanioses em outros municipios, em cooperacao com a
Secretaria Estadual de Saude. Apresenta infra—estrutura fisica e laboratorial
adequadas as necessidades do projeto, dispondo ainda de local préprio para
aplicacao diaria dos medicamentos, inclusive nos finais de semana. A equipe
auxiliar do servigo de referéncia € composta de enfermeiros e auxiliares de
enfermagem aptos a execucdo da assisténcia complementar, como aplicacao
de medicamentos e curativos diarios, distribuidos em periodos regulares e de

plantao, com a finalidade de assegurar a continuidade das atividades.

3.3. PERIODO DE REALIZAGAO DO TRABALHO:

Foram 20 meses para a inclusao de pacientes, iniciando-se em novembro
de 2004 e encerrando-se em junho de 2006. Antes deste periodo, realizou-se o
treinamento da equipe envolvida no projeto; as analises finais do estudo foram

iniciadas em setembro de 2006.
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3.4. CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA:

A férmula utilizada para o cdlculo da amostra foi a de PococK (1987),
com o objetivo de estimar o nimero necessario de individuos em cada grupo
de intervencdao para se avaliar a diferenca esperada entre o tratamento

convencional e o tratamento experimental.

Formula:

n=p1(100 -pl)+ p2(100 - p2) x f (o, B)

d2

Onde :

n = numero de individuos em cada grupo

p1l= taxa de cura esperada para o grupo controle

p2 = taxa de cura esperada para o grupo experimental

f (a,B) = fungdo de o e B, cujo valor € fornecido por uma tabela
estatistica a partir da determinacdo dos valores de o e de B, que
serao utilizados. Em nosso estudo estabeleceu-se o de 0.05% e 8
de 0.20%.

d = diferenca maxima esperada entre os resultados dos dois

esquemas terapéuticos que serao testados.

Analisando-se os trabalhos publicados de ensaios clinicos, estimou-se em
pelo menos 60% a taxa de cura esperada com uma série de Sb*> (BERMAN,
1988; ARANA et al., 1994; BERMAN, 1996; BERMAN, 1997; SALDANHA et al., 1999;
DEPS et al., 2000) e em 80% a taxa de cura esperada para o Leishvacin®

(MICHALIK et al., 1987; MAYRINK et al., 1992; MACHADO-PINTO et al., 2002).

49



Assumindo-se uma taxa de cura de 60% com uma série de Sb*> e
simulando taxas de cura com o Leishvacin® com diferenca de 20% em relacdo
ao Sb*°, ou seja, de 80% ou 40%, as amostras estimadas foram de 87 ou 104

pacientes em cada grupo, respectivamente, ja considerada a perda de 10%.

3.5. DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

O desenvolvimento das atividades do estudo seguiu o cronograma

esquematizado no Anexo 4, com as seguintes etapas:

3.5.1. Definicdo de caso

Diante de um caso suspeito de leishmaniose cutanea (LC) foram
realizados os exames parasitoldgicos e a intradermorreacao de Montenegro
(IRM).

Considerou-se caso suspeito de LC:

e Todo paciente com lesdo cutanea ativa em evolucdo ha 4 semanas
ou mais, de aspecto sugestivo - Unica ou multipla, na forma de
Ulcera com bordas infiltradas em moldura - ou lesGes sem aspecto
caracteristico - lesdes vegetantes, em placa, verrucosas, papulo-
nodulares - e com relato de exposicdo a situacao definida de risco

para a infeccdo, como residéncia ou contato com areas conhecidas
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de transmissao, guardando-se a relacao temporal para o

desenvolvimento da doenca, aqui considerado até um ano.

Considerou-se caso de LC:

e Todo paciente com lesdo cutanea em atividade e presenga de ao

menos um dos exames parasitoldgicos positivos para Leishmania

spp.
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Figura 2. Fluxograma para atendimento e definicao de caso de LC.

CONSULTA
CASO . CASO
SUSPEITO NAO-SUSPEITO*
/ v
EXAMES INVESTIGAGCAO**
PARASITOLOGICOS
+ - v
v TRATAMENTO
CASO DE LC
CRITERIOS DE INCLUSAO CRITERIOS DE INCLUSAO
PREENCHIDOS NAO PREENCHIDOS
\4 \ 4
INCLUSAO TRATAMENTO
NO ESTUDO DE LC

*Todo caso com lesdo cutdnea que ndo preenchesse os critérios de caso suspeito,
definidos em 3.5.1.

** Investigacao dirigida a hipdtese(s) diagndstica.
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3.5.2. Critérios de inclusdo, ndo-inclusdo, exclusdo apds randomizacdo, retirada do

estudo e perda

Com a finalidade de assegurar a semelhanga entre os dois grupos e para
facilitar a inferéncia causal, foram elaborados os critérios detalhados a

seguir:

Critérios de inclusao:

* Preencher os critérios para definicdo de caso;

e Ter idade entre 10 e 65 anos;

e Ter endereco fixo;

e Ter LC com no maximo 6 lesdes de pele;

e Ter de 4 semanas a 6 meses de evolugdo das lesdes;

+ Ter somente lesdes cutaneas de leishmaniose, sem evidéncias
de comprometimento mucoso ao exame fisico;

» Aceitar ser submetido ao tratamento supervisionado;

e Assinar o termo escrito de consentimento livre e esclarecido, o
paciente ou a pessoa responsavel no caso de menores de idade

(Anexo 2).
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Critérios de nao-inclusao:

e Apresentar historia prévia de leishmaniose tegumentar;

e Relatar tratamento prévio com antimoniais pentavalentes ou
com drogas de segunda linha no tratamento das leishmanioses
(pentamidina ou anfotericina B), nos uUltimos seis meses;

e Apresentar evidéncia de cardiopatia ao exame clinico ou ao
eletrocardiograma (ECG);

e Apresentar evidéncia clinica ou exames complementares
compativeis com nefropatia, hepatopatia ou doenca pancreatica;

e Apresentar qualquer uma das seguintes doencas: tuberculose,
hanseniase, cancer e diabetes mellitus ou outra doenca grave;

¢ Uso sistémico de corticosterdides ou outro imunossupressor;

e Mulheres em idade fértil, com atraso menstrual sem causa
estabelecida ou com diagnodstico de gravidez confirmado clinica

e laboratorialmente.

Critérios para exclusao apo6s randomizacao:

e N3o comparecer para receber o esquema terapéutico ou ndo dar
continuidade ao tratamento apds a primeira dose administrada,
ap6s ter preenchido os critérios de inclusdo, ter aceitado
submeter-se ao tratamento supervisionado e ter assinado o

termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios para retirada do estudo:
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e Intolerancia ao esquema terapéutico (presenca de eventos
adversos moderados que nao responderam a sintomaticos ou
graves que impecam a continuidade do esquema terapéutico,
segundo classificacdo estabelecida em capitulo posterior).

e Ndo aderéncia ao protocolo: falha na administracdo de trés
doses consecutivas ou necessidade de mais de 30 dias para
realizagao do tratamento;

e Solicitagao expressa do paciente para se retirar do estudo.

Definicao de perda:

e Definiu-se como perda todo paciente com critérios para retirada

do estudo, segundo descrigao acima.

3.5.3. Atendimento inicial:

Na primeira consulta, os pacientes com suspeita de leishmaniose cutanea
foram submetidos a avaliagdo clinica completa, conforme atendimento rotineiro
do ambulatério de referéncia. Foi indicada a investigacao diagndstica com
orientagcao sobre os procedimentos que seriam realizados naquele mesmo dia
da consulta.

Estabeleceu-se como procedimento padrao de anti-sepsia a limpeza d
as lesdes com solucao de iodo e lavagem exaustiva com soro fisioldgico, antes

da realizacdo dos exames especificos.
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Para a realizacao dos procedimentos diagndsticos foi utilizada sempre que
possivel, a lesdo de menor tempo de evolugao e a area mais infiltrada da borda

da lesao.

3.5.4. Procedimentos diagndsticos especificos:

3.5.4.1. Intradermorreagdo de Montenegro (IRM)

Para realizacdo da IRM, foi utilizado antigeno fornecido pelo Instituto
Biomanguinhos/ FIOCRUZ - Rio de Janeiro, encaminhado ao Servico de
Referéncia através da Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso. O
antigeno de Montenegro neste preparado € obtido a partir da cepa L.
amazonensis, diluido em uma supensdo de salina fenolada a 0,4% (40
micrograma de pt nitrogenada/ml), concentracdao de proteina padronizada por
MELO et al. (1977).

O teste consistiu na reacdo intradérmica, inoculando-se 0,1ml do
composto antigénico na face anterior do antebraco. A leitura foi realizada 48
horas apds a realizacdo do teste, com a técnica da caneta esferografica
descrita por Sokal (WHO, 1990), acrescentando-se o decalque em papel para
arquivo em prontuario médico. Considerou-se reator ou positivo o teste com

enduracdo igual ou superior a 5mm em seu maior diametro.
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3.5.4.2. Raspado para exames parasitolégicos

e Esfregaco em lamina: O exame de raspado foi realizado na borda
interna da lesdo cutanea selecionada para o procedimento,
utilizando-se uma lamina estéril de bisturi. Em uma uUnica lamina
previamente desengordurada procedeu-se um total de 3 esfregacos,
feitos com movimentos circulares, obtidos a partir de 3 raspados de
locais diferentes da borda. A lamina foi encaminhada ao laboratério
proprio do Servico de Referéncia no HUJIM, fixada e corada (Giemsa)
e examinada por uma Unica técnica de laboratdrio responsavel pelos

exames no servigo.

3.5.4.3. Aspirado de borda externa de lesao

e Esfregaco em lamina - O exame de aspirado foi realizado sempre
a partir da borda externa da lesao selecionada, no local de maior
infiltragdo. A anti-sepsia do local foi realizada limpando-se
inicialmente a drea com solucdo tépica iodada e posteriormente
solugao salina a 0,9%; a area limpa foi infiltrada com anestésico
(lidocaina 2%), e a aspiracao foi realizada utilizando-se um
citoaspirador acoplado a uma seringa de 20 ml e uma agulha
descartavel de 25x7 ou 30x7. Um primeiro aspirado foi utilizado

para confeccdo de um esfregaco em lamina previamente
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desengordurada. A lamina foi encaminhada, conforme descrito em

RASPADO no item 3.5.4.2.

Cultura de Aspirado - Um outro aspirado foi realizado com a
mesma técnica descrita acima, para ser inoculado em meio de
cultura apropriado. Foi utilizado um meio bifasico descrito por EVANS
(1989), modificado, preparado no laboratdrio do HUIM. A fase sélida
foi constituida por Bacto Brain Heart Infusion Agar (BHIA) (DIFCO,
USA) e 15% de sangue de coelho, desfibrinado por agitacao em
frasco com pérolas de vidro; o agar era misturado ao sangue e
distribuido em tubos de ensaio de 12x100 mm (2,5 ml por tubo),
fechado com tampa de borracha, conservando-os inclinados durante
a solidificacdo do meio. A fase liquida do meio era constituida de 0,3
ml de Bacto Brain Heart Infusion (BHI), acrescidos de 20 UI de
penicilina cristalina e 400 ug de estreptomicina, por mililitro de
meio. A fase sélida do meio foi mantida em refrigerador a 4°C (2-
8°C), sendo a fase liquida adicionada no dia de seu uso. O meio era
desprezado quando ndo utilizado, num prazo de quinze dias. Os
tubos com meio inoculado por material bioldgico eram
acondicionados em estufa B.0.D. e mantidos em temperatura de
24°C. O conteudo liquido semeado era examinado a cada 5-7 dias, e
foi considerado positivo quando visualizadas formas promastigotas
de Leishmania spp., independente de quantidade. Caso o material

permanecesse negativo apds 1 més da data do exame, era

58



desprezado. Os isolados positivos foram acondicionados e
encaminhados para caracterizagao da cepa por isoenzimas e PCR no
Laboratério de Pesquisas em Leishmanioses do Departamento de
Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ - RJ, coordenado

pela Dra. Elisa Cupolilo.

3.5.4.4. Bidpsia

Apos realizagdo de anti-sepsia e anestesia local como descrito em
ASPIRADO no item 3.5.4.3., foi realizada a bidpsia utilizando-se “punch”
descartavel de 4 ou 6mm, sendo obtidos dois fragmentos no procedimento.
Um deles era diretamente inoculado para cultivo in vitro, enquanto o outro era
subdividido para exame parasitologico direto, exame de caracterizacdo de

Leishmania por técnica de PCR e exame histopatoldgico.

 Exames parasitolégicos

o Cultura de Fragmento: um primeiro fragmento obtido por

bidpsia foi inoculado em meio de cultura apropriado (descrito
em ASPIRADO no item 3.5.4.3.). O exame das culturas era
realizado a cada 5-7 dias, sendo considerado positivo quando
se observou a presenca de formas promastigotas de
Leishmania spp. O encaminhamento das amostras foi

realizado como descrito em ASPIRADO no item 3.5.4.3.
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o Imprint: o segundo fragmento foi dividido em 2 partes por
um corte sagital. A primeira metade foi dividida mais uma
vez e um dos fragmentos resultantes foi utilizado no imprint.
O excesso de sangue foi absorvido em papel filtro e em
lamina previamente desengordurada, foram feitos varios
movimentos de pressao para aposicao do fragmento da
biépsia sobre a superficie da ldmina. A lamina foi
acondicionada e encaminhada conforme descrito em

RASPADO no item 3.5.4.2.

¢ Identificacao de Leishmania spp. por Reacao em Cadeia da
Polimerase e anadlise de polimorfismo de fragmentos de DNA
obtidos por enzimas de restricao (PCR-RFLP ou Polimerase
Chain Reaction- Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
- Uma das partes do segundo fragmento foi acondicionada em
criotubo e armazenada a - 20°C, para posterior exame de PCR. Foi
necessario o encaminhamento das amostras para o laboratério
referéncia citado em CULTURA DE ASPIRADO no item 3.5.4.3, sendo
o transporte realizado com o material acondicionado em vasilhame
térmico de isopor preenchido com placas congeladas, de forma a
chegarem ao destino ainda congeladas. O DNA foi extraido usando-
se Wizard™ Genomic DNA Purification System (Promega, Madison,
WI, USA), seguindo-se as instrucdes do fabricante. O método

baseado na PCR utilizado para a identificacao de Leishmania foi o
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PCR-RFLP da regiao ITS1 do rDNA (SCHONIAN et al. 2003),
empregando-se em cada reagao 0,20 uM de cada primer, 1,5 U de
Taqg polimerase e 1,5 mM MgCl,, seguido de 1 ciclo de 4 min a 94°C
e 35 ciclos a 94°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 40 s, e entdao
finalmente um ciclo extenso a 72°C por 8 min. Os produtos da PCR
de ITS1rDNA foram digeridos com enzimas de restricao Ecorl e
Sau3Al e subseqlientemente submetidos a eletroforese em
GenePhor apparatus (GE Healthcare) usando um gel de
poliacrilamida 12.5% (GeneGel; GE Healthcare). Algumas
modificacdes foram introduzidas nos protocolos anteriormente
descritos. No experimento direcionado a separacdo entre parasitos
L. (Viannia) e nao-L. (Viannia), foram utilizados 50 pmol/ul de
primer ISVC e 10 pmol/ul do ISVA, 2 U de Tag polimerase e 2 mM
de MgCl,. Adotou-se um ciclo inicial de PCR a 94°C por 4 min,
seguido por 30 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 1 min e 72°C por 30

s, seguido por um ciclo final a 72°C por 8 min.

3.5.5. Atendimento clinico apds confirmacdo parasitoldégica para

abordagem sobre inclusao no estudo

Nesta consulta, os pacientes com diagndstico ja confirmado de
leishmaniose cutanea e com critérios de inclusao atendidos foram convidados a
participar do estudo, mediante explicacao dos procedimentos, dos objetivos e

responsabilidade consensual na participacao do estudo. Em caso de recusa, o
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paciente foi atendido como habitualmente no ambulatério. Quando consentido,
o paciente foi submetido a uma avaliacdo clinica completa, durante a qual foi
preenchida uma ficha clinica prépria (Anexo 3). Foram coletados dados de
identificacdo pessoal, de antecedentes pessoais e familiares, além de se
proceder a um exame fisico completo do paciente, objetivando detectar
clinicamente possiveis alteracdes cardiovasculares, renais, hepaticas,
pancreaticas ou neuroldgicas periféricas. Atencao especial foi dirigida ao exame
da cavidade nasal, realizado com iluminacao direta e espéculo nasal se
necessario. Foi avaliada a existéncia de adenopatia satélite, considerada como
a presenca de linfonodos palpaveis, maiores de 1 cm, guardando relacao
anatomica com a lesdo.

As lesOes cutaneas foram examinadas em detalhes, determinando-se
tipo, localizacdo, niumero e os maiores diametros longitudinal e transversal da
area da Ulcera, quando a lesdo assim se apresentava. Foi questionada a
realizacdo de curativos caseiros, com ou sem uso de substancias com principio
ativo conhecido ou natural.

Os dados laboratoriais iniciais foram também registrados na ficha clinica.

3.5.6. Randomizacao

Apds o cadastramento e realizacdo dos procedimentos diagndsticos e de
avaliacdo cardiaca, renal e hepatica, os pacientes foram alocados por
randomizagdo em bloco, cada bloco contendo alocagdao para 40 pacientes

distribuidos igualmente em grupo experimental e controle. A alocacao dentro
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de cada bloco foi feita utilizando-se o GraphPad Software - QuickCalcs® e
realizada por uma profissional médica ndo vinculada ao projeto. Essa mesma
pessoa organizou envelopes seqlienciais em numero de 40 por bloco e
internamente colocou uma etiqueta com a inscricao do grupo de intervengao
sorteado. Somente apds a concordancia na participacdao do estudo é que o
envelope foi aberto para conhecimento da intervengao a qual o paciente seria
submetido, até entdo desconhecida de ambos, pesquisador e paciente. O
objetivo da randomizacao por blocos foi o de se assegurar a distribuicao
homogénea entre os dois grupos durante todo o estudo, mesmo considerada a
possibilidade, eventual na ocasido, de interrupcao do estudo diante de

resultados da analise intermediaria.

3.5.7. Intervencao Terapéutica

¢ GRUPO L (experimental): Leishvacin®: 0,1ml/dia, dose Unica
diaria, durante 20 dias, via subcuténea, na regiao deltdide.

e GRUPO G (controle): Glucantime®: 15mgSb**/kg/dia, dose Unica
didria, durante 20 dias, endovenoso, diluido em 200 ml de soro
glicosado, administrado em 1 h, observando-se a completa

aplicacao do conteldo do equipo.

1 - www.graphpad.com/quickcalcs/index.cfm
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No grupo experimental foi utilizado Leishvacin® PH 8, produzido pelo
laboratério Biobras (Minas Gerais, Brasil), em condicbes GMP (Good
Manufactoring Practices). Trata-se de um produto monovalente composto de
formas  promastigotas mortas de Leishmania (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8). A concentracao do produto é de 0,24 mg/ml de nitrogénio
conservado em tiomersal 0.1mg/ml, apresentado em frascos contendo 10,5 ml
do produto. Foi utilizado, em todos os pacientes o mesmo lote 9031033-1V,
mantido acondicionado em temperatura de 4 a 8° c.

O antimoniato-N-metilglucamina utilizado, Glucantime®, é manufaturado
pelo laboratério Aventis (Sao Paulo, Brasil) e comercializado para o Ministério
da Salde do Brasil. E distribuido aos Estados brasileiros através do
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Vigilancia em
Salde (SVS) - MS. E apresentado em ampolas de 5 ml, contendo cerca de
1,5g do sal bruto e 81mg Sb*>/ml. Todos os pacientes do grupo controle
receberam medicamento do Lote 402146, com data de validade de 05/2009,
sendo as ampolas mantidas acondicionadas entre 4 a 8 °C.

A aplicacdo dos medicamentos, no grupo experimental ou no grupo
controle, foi feita de forma supervisionada, sendo todo o tratamento
administrado no préprio servigo, no HUJIM, inclusive aos sabados, domingos e
feriados. O tratamento tépico com limpeza e curativo oclusivo era realizado

também diariamente.
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3.5.8. Avaliacdo clinica e por exames complementares no periodo de

tratamento:

3.5.8.1. Avaliacdo Clinica

As consultas foram agendadas para os dias 10, 20, 50, 80 e 110 (D10,
D20, D50, D80 e D110), dias estes relativos ao primeiro dia de uso da
medicacao. Os pacientes do estudo tinham consigo um cartdo de identificagao
que continha os telefones particulares da pesquisadora principal, assim como
das duas auxiliares da pesquisa, de forma que sempre pudessem ser
localizadas em caso de necessidade. Os pacientes eram submetidos a avaliagao
clinica completa na consulta, durante a qual se prosseguia no preenchimento
da ficha clinica (Anexo 3). As lesdes cutdneas foram examinadas em detalhes
quanto a sua progressao. Foi realizada uma documentacdo fotografica
evolutiva das lesdes, aproximadamente em D10, D20, D50, D80 e D110,
sempre se considerando como tempo “0” ou DO o dia de inicio do tratamento.
Os dados laboratoriais foram apresentados ao examinador em cada consulta e

registrados na ficha clinica.

3.5.8.2. Avaliagao laboratorial

De cada paciente foi coletada uma amostra de 5 ml de sangue venoso

periférico, em tubo seco, tipo “vacutainer”, para processamento da analise

bioquimica no Laboratério de Andlises Clinicas do HUIM/UFMT. Foram
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realizadas dosagens séricas de aminotransferases, fosfatase alcalina, uréia,
creatinina e amilase, além do hemograma e contagem de plaquetas.

Esta avaliacdao foi realizada antes do inicio do esquema terapéutico, um,
dois ou trés dias antes das consultas de D10 e D20, sendo repetida apdés um
més, coincidindo com a avaliacdo de D50, caso alguma alteracao tivesse sido
detectada anteriormente (Anexo 4). O responsavel pela analise bioquimica
desconhecia o tratamento ao qual o paciente foi submetido, bem como a

seqléncia de coleta das amostras.

3.5.8.3. Avaliagéo por Eletrocardiograma (ECG)

Os exames de eletrocardiografia seqlienciais foram realizados na mesma
freqiéncia da avaliacdo laboratorial acima descrita.

O exame foi realizado por um técnico de enfermagem do HUJM. Quatro
exames, em média, foram realizados por paciente, com a mesma periodicidade
descrita para avaliacdo clinica e laboratorial (Anexo 4).

A leitura dos eletrocardiogramas foi realizada pela pesquisadora principal,
a cada consulta, com a finalidade de observacao de eventos adversos surgidos
apos o inicio do tratamento e que eventualmente indicassem a suspensao do
mesmo. Na auséncia da pesquisadora, os ECG eram avaliados pelas bolsistas
do projeto e em caso de duvida era contatado o profissional médico preceptor
mais proximo.

Foi programada outra avaliacdo para analise detalhada dos ECG

seqguenciais, desta vez por especialista, mas sem data definida.
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3.5.9. Avaliacdo da resposta terapéutica

3.5.9.1. Seguimento clinico

O seguimento clinico dos pacientes foi realizado nos dias 0, 10, 20, 50, 80
e 110 do protocolo (Anexo 4). A avaliacdo evolutiva da resposta terapéutica
conduziu a conclusdao quanto ao desfecho principal em andlise, ou seja,

definicdo pela falha terapéutica ou cura clinica da(s) lesao(0es).

3.5.9.2. Avaliacdo da incidéncia de eventos adversos

Definiu-se como evento adverso a presenca de alteragdoes ao exame
clinico ou aos exames complementares nao detectadas na primeira consulta e
que ocorreram durante a realizacdo do esquema terapéutico. Os parametros
para determinacdo dos valores normais na andlise bioquimica foram pré-

estabelecidos pelo laboratério de analises clinicas do HUIM.

e Avaliacao clinica dos eventos adversos: Durante a avaliagao
evolutiva o paciente foi interrogado a respeito do aparecimento de
possiveis eventos adversos relacionados ao tratamento que foram
anotados na ficha clinica (Anexo 3). O exame clinico foi realizado e

as eventuais alteracdes foram registradas.
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e Avaliagao dos eventos adversos por exames
complementares: Os pacientes eram avaliados segundo o

cronograma estabelecido no Anexo 4.

¢ Classificacao dos eventos adversos

o Eventos adversos leves: Presenca de sinais ou sintomas

relacionados com o uso do medicamento, mas que puderam
ser tolerados pelo paciente, sem necessidade de uso de
medicamentos sintomaticos, nem de interrupcdo da
terapéutica especifica.

o Eventos adversos moderados: Sinais ou sintomas relacionados

ao esquema terapéutico que puderam ser tolerados pelo
paciente, mas com o uso de medicamentos sintomaticos. Nao
foi necessaria a interrupcdo do esquema terapéutico
especifico.

o Eventos adversos graves: Sinais ou sintomas ndo contornaveis

a nao ser com a suspensdao da medicacdo especifica
(alteracbes da funcao renal, hepaticas ou cardiacas, e outros

nao toleraveis de ordem clinica).

3.5.9.3. Pardmetros de resposta terapéutica

Foram consideradas as seguintes definicdbes na avaliacdo da evolugao

clinica da lesao (Anexo 3):
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Cura Clinica - foi definida pela presenca de epitelizacdo das lesdes,
com regressao total da infiltracdo e eritema, sem qualquer outra
evidéncia de atividade, no periodo de 3 meses a partir da conclusao
do esquema terapéutico, conforme a definicio do Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana (BRASIL, 2000 e
2007). Acrescentou-se a auséncia de linfadenopatia

anatomicamente relacionada a cicatriz.

Melhora - foi definida pela presenca de epitelizacao parcial, com
diminuicdo, porém persisténcia, do infiltrado das bordas da lesao,
associada a presenca de tecido de granulacdo no fundo da lesdo,
com ou sem presenca de crostas, observada durante o periodo de
seguimento clinico, 3 meses apdés a conclusdo do esquema

terapéutico.

Sem Melhora - foi definida pela auséncia dos sinais de melhora
clinica das lesGes, ou mesmo aumento dos sinais de atividade
clinica em relagdo ao exame anterior, como a piora da infiltracdo,
do eritema e aumento da area de Ulcera; também quando do
surgimento de novas lesbes em qualquer fase do seguimento

clinico.
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3.5.9.4. Desfechos clinicos primarios

Os desfechos possiveis para os pacientes incluidos no estudo foram cura e

falha, definidos como:

Cura - presenca de epitelizagao das lesdes, com regressao total da
infiltracdo e eritema, sem qualquer outra evidéncia de atividade, em
qualquer fase do seguimento clinico, dentro do periodo de 3 meses
a partir da conclusao do esquema terapéutico. Somente pacientes
com cura clinica em algum momento do seguimento, segundo os
parametros de resposta terapéutica acima descritos, foram

considerados para este desfecho.

Falha - Qualquer outra evolugao clinica da lesdo, diferente das
definicdes de cura, quando do término do periodo de observacao de
3 meses a partir da conclusao do esquema terapéutico, incluindo-se
os parametros de resposta terapéutica “melhora” e “sem melhora”
acima descritos. Incluem-se ainda as situacdes de recidiva e
disseminagao, definidas como:

o Recidiva: reativagao de uma lesao previamente cicatrizada

ou que tenha apresentado sinais iniciais de melhora clinica.
o Disseminacao: aparecimento de lesao mucosa ou nova(s)

lesdo(0es) cutanea(s), independente da evolugdo clinica

da(s) lesao(0es) primaria(s).
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O paciente com falha como desfecho foi submetido a um novo esquema
terapéutico. Caso fosse do grupo experimental, recebeu uma série de
antimonial pentavalente, na dose de 15mg Sb*°/kg/dia, via EV, dose Unica
didria, durante 20 dias; se do grupo controle, recebeu uma nova série do
antimonial pentavalente, na dose de 20mg Sb*>/kg/dia, dose Unica diaria,
durante 30 dias. Se a falha fosse por disseminacao ou surgimento de novas
lesbes, o medicamento seria substituido por outro considerado como
alternativo ou de segunda escolha, em vista desta evidéncia de resisténcia

terapéutica.

3.6. CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi elaborado segundo as diretrizes éticas internacionais para
pesquisas biomédicas envolvendo seres humanos, de acordo com as
Resolucbdes 196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude- MS-Brasil, e
aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa do Hospital Universitario Julio
Muller da Universidade Federal de Mato Grosso (PROTOCOLO N°.
144/CEP/HUJM/04). Antes da inclusdao na pesquisa, 0s pacientes foram
esclarecidos quanto ao conteldo e objetivos do estudo, e convidados a assinar
um termo de consentimento livre e esclarecido, no qual constavam todas as
informagdes sobre a pesquisa, incluindo exames e tratamentos a que seriam
submetidos. Foram orientados quanto a garantia de que continuariam a

receber a devida assisténcia médica, caso se recusassem a fazer parte do
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estudo ou que dele quisessem se retirar. A assinatura do termo foi considerada
critério de inclusdao no estudo (Anexo 2).

Os telefones pessoais da pesquisadora principal e das auxiliares diretas
da pesquisa foram disponibilizados aos participantes, visando a possibilidade
permanente de contato com as mesmas para atendimentos ou orientagdes
quando necessarias. Também foi assegurado o acesso ao setor de pronto
atendimento do hospital, para eventuais intercorréncias.

Na indicacdo de retratamento, os pacientes receberiam assisténcia de
igual qualidade, sendo preservado o direito de receberem medicagao,

realizarem consultas médicas e exames complementares no mesmo servigo.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados nas fichas clinicas foram registrados em um banco de
dados, criado no programa EPI-Info, versao 6.04d, (Center for Diseases
Control. Epidemiology Program Office, Atlanta, Georgia). Inicialmente, os
dados foram tabulados e a distribuicdo das caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e laboratoriais dos pacientes foi descrita para os dois grupos
de tratamento.

A partir do banco de dados foram realizados os testes estatisticos
necessarios para determinagao da significancia das diferencas de médias (teste
t de Student e analise de variancia) e de proporcdes (teste de Fisher e teste do

qui-quadrado) encontradas entre diferentes varidveis e o0s grupos de
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tratamento. Para todas as andlises foi fixado o limite de significancia igual a
0.05.

Para a apresentacao das caracteristicas gerais demogréaficas e clinicas dos
pacientes nos dois grupos de intervencao, optou-se pela apresentacao dos
dados numa tabela, mas sem a aplicagdo de métodos estatisticos para
comparagao das caracteristicas entre os grupos. A randomizagao ndo assegura,
mas contribui para uma distribuicdo homogénea entre os grupos. Diferencas
eventuais podem ocorrer ao acaso e auséncias de diferencas em analises
estatisticas também nao asseguram a homogeneidade entre os grupos. Assim,
compreendeu-se que a anadlise estatistica ndo se aplicaria (ALTMAN & DORE,
1990; ScHuULz & GRIMES, 2002).

A analise do desfecho principal do tratamento dos pacientes foi feita pela
comparacao dos coeficientes de incidéncia de cura e falha de cada grupo, a
partir de duas abordagens:

Anédlise per protocolo: somente os pacientes com desfecho constatado por
completa adesao ao protocolo foram considerados para esta analise.

Andlise por intencao de tratar: todos os pacientes incluidos foram
analisados, mesmo aqueles considerados como perda por nao terem
seguimento adequado para a constatacdo do desfecho principal (DEFINICAO
DE PERDA em 3.5.2).

Para quantificar a associagao entre o desfecho observado e o grupo de
tratamento, foram determinados os riscos relativos (e respectivos intervalos de
confianca 95%) de falha e de cura no grupo experimental, assim como o

excesso relativo de risco de falha terapéutica.
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Para avaliar o efeito do tempo de seguimento sobre a probabilidade
estimada de permanecer sem falha terapéutica entre os grupos de tratamento,
foi construida uma curva de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier. O tempo
de acompanhamento foi registrado em semanas a partir do primeiro dia de
tratamento e o registro ndo diario pode ter interferido no calculo da média de
tempo para a ocorréncia de falha. As perdas de seguimento foram
consideradas como falha terapéutica.

Para avaliar a independéncia do efeito do tratamento instituido sobre a
resposta terapéutica observada, foi feita uma analise exploratéria da
associacdo de caracteristicas clinico-laboratoriais com os desfechos de cada
grupo de tratamento. Posteriormente, os fatores que nessa analise
apresentaram associacdo com a falha terapéutica (nivel de significancia de
0,10) foram incluidos em um modelo de regressao logistica para analise
multivariada. Sexo e idade, por serem variaveis potencialmente relacionadas a
reposta terapéutica, foram também incluidas no modelo. A independéncia de
associacdo entre a variavel independente (grupo de tratamento) e a falha
terapéutica foi mensurada pela Odds Ratio (OR) e respectivo IC95%.

Os eventos adversos observados durante o estudo foram descritos para
cada grupo de tratamento. Para comparar a incidéncia de eventos adversos em
decorréncia do tratamento recebido foi estimada a diferenca absoluta de risco
e seu intervalo de confianga (95%) para cada sinal ou sintoma identificado
como efeito adverso. Para as determinacgdes laboratoriais, foi feita uma analise

comparativa das médias dos valores de creatinina, fosfatase alcalina, alanina-
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aminotransferase, hematdcrito, leucdcitos, neutrdéfilos e plaguetas observados

em cada grupo de tratamento nos dias DO, D10 e D20 de seguimento.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DA AMOSTRA

O calculo inicial da amostra indicou a inclusao de 87 ou 104 pacientes em
cada grupo de intervencao terapéutica (CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA
- item 3.4.). Numa andlise intermediaria ndao programada inicialmente, os
resultados foram conclusivos com relagao ao desfecho final e optou-se pela
interrupcao do estudo. Razdes éticas impediram a sua continuidade. Até entdo,
69 pacientes tinham sido incluidos no estudo.

No periodo de novembro de 2004 a junho de 2006 foram atendidos 2240
casos de leishmaniose tegumentar no ambulatério de leishmanioses do
Hospital Universitario Julio Muiller (HUJM). Um total de 1568 (70,0%) eram
casos de leishmaniose cutanea (LC), sendo 178 (11,4%) casos novos, ou seja,
sem investigacdo diagnodstica ou tratamento prévio (Tabela 1). Dentre estes,
nao foram alocados no estudo 109 pacientes que nao atendiam aos critérios de
inclusdao, principalmente disponibilidade de permanecer no servigco para
administracdo supervisionada de medicamentos, seguida da concordancia de
comparecimento aos retornos apds os 20 dias de administracdao dos
medicamentos. Cumpriram os critérios de inclusdo 69 pacientes, randomizados
para os dois grupos de tratamento, 36 (52,2%) para tratamento com
Leishvacin® (grupo L) e 33 (48,8%) para Glucantime® (grupo G). Trés
pacientes (4,3%) do sexo masculino, com idade variando de 29 a 45 anos,

com exames parasitolégicos e IRM positivos, um randomizado para o grupo G
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e dois para o grupo L, ndo foram avaliados apds terem sido randomizados e
foram excluidos do estudo e das analises. O estudo avaliou efetivamente os
dados de 66 pacientes. No decorrer do estudo, outros 4 pacientes foram
considerados como perdas, em decorréncia de ndo comparecimento aos
retornos agendados e auséncia de conclusao quanto ao desfecho final. As
andlises do trabalho foram entdo desenvolvidas no total de 66 pacientes
(INTENCAO DE TRATAR - definido no item 3.7.) e para os 62 pacientes com
acompanhamento até o desfecho final (ANALISE PER PROTOCOLO - definido no
item 3.7.), sendo nesta ultima excluidos aqueles considerados como perdas. O

detalhamento da amostra esta representado na Figura 3.
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Tabela 1 - Dados da leishmaniose tegumentar em Mato Grosso e no
ambulatério de leishmanioses do Hospital Universitario Julio Miller, no periodo
2004 a 2006.

ANO 2004 2005 2006  Total
Dados MT (SINAN - SES/MT)
¢ NotificagOes de LT** 2868 2868 2751
Ambulatoério HUIM (Dados secundarios para os 3 anos)
Atendimentos/ més (estimativa) 160-200
Atendimentos/ més de LT (média) 112
Casos novos* de LC**/ més (média) 9
Notificacbes de LT 168 166 139 473
e LC 118 116 97 332
Ambulatoério HUIM - Periodo do estudo (20 meses)
¢ Atendimentos de casos de LT (aproximacao) 2240
e Atendimentos de casos de LC (aproximagao) 1568
¢ Notificagbes de casos novos de LT 257
¢ NotificagOes de casos novos de LC 178
e Pacientes incluidos no estudo 69

* Casos novos — sem diagndstico e tratamento prévios.
** LT: leishmaniose tegumentar; LC: leishmaniose cutanea.
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Figura 3. Distribuicdo dos pacientes do ensaio clinico “Eficacia do Leishvacin®

no tratamento da leishmaniose cutanea”.

4.1.1. Caracteristicas sécio-demograficas

As principais caracteristicas sdcio-demograficas estdo demonstradas na
Tabela 2. Houve predominio do sexo masculino, com razao de masculinidade
de 12,2. A idade minima foi de 12 e a maxima de 66 anos (média e mediana
de 37 anos); a distribuicdo por estratos de faixa etaria mostra que em ambos
os grupos ha predominio de casos nas faixas que vao dos 20 aos 50 anos de
idade, com quartis 25 e 75 de 28 e 47 anos, respectivamente. Os pacientes do

grupo L tiveram média de idade de 36 anos, mediana de 35 com quartis 25 e
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75 de 27 e 46 anos, respectivamente; no grupo G a média de idade foi de 38
anos, com mediana de 39 e quartis 25 e 75 de 28 e 48 anos, respectivamente.
A procedéncia dos pacientes quanto ao local de aquisicdo da infeccao foi
preferencialmente Mato Grosso, com distribuicdo por diferentes areas do
Estado. Sete pacientes (10,6%) vieram de outros Estados, Rondonia,
Amazonas e Acre, e em 1 ndo foi possivel determinar o provavel municipio de
aquisicao da infecgdao, pois o paciente havia permanecido em localidades
diferentes do Estado de Mato Grosso (MT). Os 58 pacientes restantes foram
infectados em MT. Considerando-se uma divisao do Estado por mesorregioes,
todas demandaram casos, exceto a mesorregiao Nordeste (Anexo 5). O anexo
relaciona os municipios dos quais procediam os pacientes incluidos no estudo e
os coeficientes de deteccdo de casos de leishmaniose cutdnea nos anos de
2004, 2005 e 2006, segundo dados da SES/MT. No anexo mostra-se um mapa
de MT com a relagao por ordem numérica dos municipios e o global de casos
de LT no periodo do estudo, especificando os coeficientes de deteccdo para
cada municipio.

Nao foram observadas diferencas importantes para as variaveis

relacionadas na tabela 2.
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Tabela 2. Comparabilidade das caracteristicas sécio-demograficas de 66 pacientes
incluidos no estudo de eficacia de Leishvacin® no tratamento da leishmaniose
cutadnea. Mato Grosso 2004-2007.

PRESCRICAO
CARACTERISTICAS Leishvacin® Glucantime® Total
n= 34 n=32 N=66
n % n % N %
Sexo
Masculino 32 94,1 29 90,6 61 92,4
Feminino 2 5,9 3 9,4 5 7,6
Razao masculinidade 12,2
Cor da pele’
Branco 10 29,4 13 46,6 23 34,9
Pardo 21 61,8 13 40,6 34 51,5
Negro 3 8,8 6 18,8 9 13,6
Idade (anos)
12a 19 3 8,8 3 9,4 6 9,1
20 a 35 15 44.1 11 34,4 26 39,4
35a50 10 29,4 12 37,5 22 33,3
50 a 66 6 17,7 6 18,7 12 18,2
Local de aquisicao da
infecgcao
Mato Grosso? 31 91,2 28 87,5 59 89,4
Mesorregiao Norte 12/30 40,0 8 28,6 20/58 34,5
Mesorregiao Centro-Sul 11/30 36,7 14 50,0 25/58 43,1
Mesorregidao Sudeste 4/30 13,3 6 21,4 10/58 17,2
Mesorregidao Sudoeste 3/30 10,0 - - 3/58 5,2
Outros Estados 3 8,8 4 12,5 7 10,6
Atividade relacionada
ao risco de infeccao
Trabalho 25 73,5 24 75,0 49 74,2
Lazer 9 26,5 7 21,9 15 22,7
Outra® - - 1 3,1 2 3,1

1 _ Caracteristica atribuida pelo entrevistador.

2 _ Um paciente do grupo L ndo soube referir em qual municipio de MT adquiriu a infeccdo.

3 — Infecg3o no local de residéncia (assentamento rural).
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4. 1. 2. Caracteristicas clinico-laboratoriais

A tabela 3 apresenta as principais caracteristicas clinicas e laboratoriais da
amostra. A Ulcera de pele esteve presente em 64 de 66 pacientes (96,7%). Os
pacientes se apresentaram com até 2 lesdes em aproximadamente 80% dos
casos para os dois grupos. A maioria dos pacientes apresentava lesdes de até
5 cm em seu maior didametro (79,4% para o grupo L e 90,7% para o grupo G).
Observou-se predominio de lesdes em membros inferiores para o grupo L e em
membros superiores para o grupo G, neste com distribuicdo mais dispersa em
relacdo a localizacdo de lesdes. Para os dois grupos houve predominio de
lesdes com até trés meses de evolugdao. A IRM foi positiva em 96,9% dos
pacientes do grupo L e em 84,4% daqueles do grupo G, sendo a positividade
global de 91,0%. Nos dois grupos, a maioria dos pacientes apresentou exames
parasitoldgicos positivos por 3 ou mais técnicas. Dos pacientes com Ulcera,
59,4% apresentaram exsudato em fundo de lesdo; ndao houve associagao entre
o relato de curativos domiciliares com farmacos e apresentacao de lesdo
ulcerada de fundo limpo na primeira consulta. Onze pacientes (16,7%)
apresentaram algum outro tipo de lesdo, nove destes (81,8%) também tinham
Ulceras e 2 (18,2%) somente outras lesdes; quatro (36,4%) foram
randomizados para o grupo L e 7 (63,6%) randomizados para o grupo G.

Todos os pacientes do estudo tiveram confirmacdo parasitoldgica (critério
de inclusao). O raspado foi positivo em 100,0% dos exames do grupo L e em
90,6% no grupo G. O desempenho do imprint foi semelhante. A freqléncia de

exames positivos pela técnica de aspirado foi inferior (direto e cultura). Dois
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pacientes nao realizaram exames de cultura; a freqliiéncia de contaminacao foi
semelhante entre os grupos, sendo de 42,2% para o aspirado e de 29,7% para
a cultura de fragmento para o total da amostra (Tabela 4).

Para a caracterizacdao das espécies de Leishmania das amostras do
estudo, os isolados foram inicialmente encaminhados ao laboratorio referéncia.
Em decorréncia de dificuldades no transporte e tempo para chegada ao
laboratério, varias amostras foram perdidas por contaminacdo com fungos e
bactérias. Apds algumas remessas frustradas, optou-se pela manutencao dos
procedimentos para as culturas in vitro, mas tao somente para isolar o parasito
com finalidade diagndstica. A caracterizacdao de Leishmania foi realizada
somente por técnica molecular de PCR em fragmento de bidpsia.

Pesquisa e caracterizacdo de Leishmania em fragmentos de bidpsia foram
realizadas pelo método de PCR-RFLP em 64 pacientes (Tabela 4). A
positividade foi de 59/64 ou 92,2%, sendo todas as amostras, exceto duas, de
um Unico padrao associado ao complexo L. Viannia; as outras duas pertencem
ao mesmo complexo, mas num padrao diferente de acordo com a digestao por

enzimas de restricao, detalhes descritos em Anexo 6.
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Tabela 3. Caracteristicas clinico-laboratoriais dos 66 pacientes incluidos no estudo
de eficacia de Leishvacin® na leishmaniose cutinea. Mato Grosso, 2004-2006.

Prescricao

Caracteristicas Leishvacin® Glucantime® Total
n= 34 n=32 N=66

n % n % n %
Namero de lesoes
1 22 64,7 18 56,3 40 60,6
2 7 20,6 8 25,0 15 22,7
3a4 4 11,8 4 12,5 8 12,1
5a6 1 2,9 2 6,2 3 4,6
Tamanho das lesoes
(cm)
<10 2 5,9 7 21,9 9 13,6
1,1-3,0 17 50,0 19 59,4 36 54,5
3,1-5,0 8 23,5 3 9,4 11 16,7
51-9,0 2 5,9 - - 2 3,0
>9,0 3 8,8 1 3,1 4 6,1
Nao registrado 2 5,9 2 6,2 4 6,1
Localizacao das lesoes
Cabeca/ Pescoco 3 8,8 8 25,0 11 16,7
Tronco 3 8,8 6 18,8 9 13,6
MMSS 8 23,6 14 45,7 22 33,3
MMIT? 20 58,8 4 12,5 24 36,4
Tempo de evolucao das
lesoes
1-3 meses 23 67,7 23 71,9 46 69,7
4-5 meses 11 32,3 9 28,1 20 30,3
Tipo(s) de lesao
Ulcerada 30 88,2 25 78,1 55 83,3
Ndo-ulcerada - - 2 6,3 2 3,1
Ulcerada e Nao-Ulcerada 4 11,8 5 15,6 9 13,6
IRM
NEGATIVO 1 2,9 4 12,5 5 7,5
5-15 mm 20 58,8 10 31,3 30 45,5
>15 mm 13 38,3 17 53,1 30 45,5
Nao realizado - - 1 3,1 1 1,5
Pesquisa de parasitos
Exame direto positivo? 34 100,0 30 93,8 64 97,0
Cultura positiva® 23/33 69,7 19/31 61,3 42/64 65,6
PCR positiva® 31/33 93,9 28/31 90,3 59/64 92,2

1. p <0,05

2 — Qualquer dos exames positivos (raspado, imprint, aspirado).

3 _ Qualquer das culturas positivas (aspirado e fragmento); 2 pacientes n3o realizaram
culturas, 1 do grupo L e 1 do grupo G.
4 - PCR-RFLP em fragmento de biépsia de pele.

84



Tabela 4. Detalhamento dos resultados dos exames com pesquisa de

parasitos, nos 66 pacientes incluidos no estudo de eficicia de Leishvacin® na

leishmaniose cutanea. Mato Grosso, 2004-2006.

Prescricao
Tipo de exame Leishvacin® Glucantime® Total
(34) (32) (66)
Positivo % Positivo % Positivo %
s s s
Exame Direto
Raspado (66) 34 100,0 29 90,6 63 95,5
Aspirado (66) 18 52,9 19 59,4 37 56,1
Imprint (65) 30/34 88,2 24/31 77,4 54/65 83,1
Cultura (64)
Aspirado’ 15/33 45,5 11/31 35,5 26/64 40,6
Fragmento? 22/33 66,7 18/31 58,1 40/64 62,5
PCR-RFLP (64)
31/33 93,9 28/31 90,3 59/64 92,2

1 - Culturas contaminadas = 27 (12 no grupo L e 15 no grupo G)

2 — Culturas contaminadas = 19 (8 no grupo L e 11 no grupo G)
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4. 2. ANALISES DOS DESFECHOS PRINCIPAIS - CURA E FALHA

4. 2. 1. Intencao de tratar

No total de 34 pacientes tratados com o Leishvacin® (grupo L), dois
pacientes nao tiveram seguimento clinico suficiente para se concluir pela cura
ou pela falha. Considerando-se o pior resultado possivel, ou seja, que ambos
tenham evoluido como falha terapéutica, a taxa de cura no grupo L foi de
20,6% (cura em 7 pacientes). Dos 32 pacientes tratados com o Glucantime®
(grupo G), dois pacientes ficaram sem desfecho constatado por perda do
seguimento. Considerando-se o pior resultado possivel, ambos evoluindo como
falha terapéutica, a taxa de cura no grupo G foi de 81,3% (26 pacientes). Nas
andlises comparativas entre os grupos, os pacientes tratados com o
Leishvacin® tiveram 4,25 vezes maior probabilidade de apresentar falha do que
os pacientes tratados com o Glucantime®. O excesso relativo do risco de falhar
no grupo L foi de 325%. A diferenca estimada na taxa de cura foi de 60,7%

com IC95% de 38,5; 82,9 (Tabela 5).

4. 2. 2. Analise per protocolo

Para esta analise, somente foram considerados os pacientes com adesao
completa ao seguimento clinico previsto no protocolo e definicdo dos desfechos
clinicos cura e falha, num total de 62 pacientes. A taxa de cura nos 32
pacientes tratados com Leishvacin® foi de 21,9% (7 pacientes). A taxa de cura
nos 30 pacientes tratados com Glucantime® foi de 86,7% (26 pacientes). Um

paciente tinha critérios de cura clinica em D50, mas apresentou reativacao de
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suas lesdes em D110, sendo incluido entre os casos de falha. A probabilidade
de evoluir com falha foi 5,87 vezes maior no grupo tratado com Leishvacin®
quando comparado com o grupo controle tratado com Glucantime®. O excesso
relativo do risco de falhar no grupo L foi de 487%. A diferengca estimada na

taxa de cura foi de 64,8% com IC95% de 42,8; 86,8 (Tabela 5).
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TABELA 5. Resultado da analise da eficacia do Leishvacin® comparado ao Glucantime® no

tratamento da leishmaniose cutanea. Mato Grosso, 2004-2006

GRUPO DE TRATAMENTO LEISHVACIN® GLUCANTIME®
Analise intencdo de tratar (n= 66)

na hipétese de pior resultado?

Pacientes randomizados 34 32
Incidéncia de cura (%) 7 (20,6) 26 (81,3)
Diferenca nas taxas de cura (IC95%) 60,7 (38,5; 82,9)
Incidéncia de falha (%) 27 (79,4) 6 (18,7)

Risco relativo de cura e IC95%

Risco relativo de falha e IC95%

0,25 (0,13; 0,50)
4,25 (2,02; 8,89)

3,95 (2,00; 7,80)
0,24 (0,11; 0,50)

ERR? falha (%) 325% -
Analise per protocolo? (n= 62)

Pacientes randomizados 32 30
Incidéncia de cura (%) 7 (21,9) 26 (86,7)
Diferenca nas taxas de cura (IC95%) 64,8 (42,8; 86,8)
Incidéncia de falha (%) 25 (78,1) 4 (13,3)

Risco relativo de cura e IC95%
Risco relativo de falha e IC95%

ERR? falha (%)

0,25 (0,13; 0,49)
5,87 (2,31; 14,86)
487%

3,96 (2,03; 7,74)
0,17 (0,07; 0,43)

1 — Pacientes sem desfecho constatado (perdas) sao considerados falhas (2 para cada grupo).

2 — Pacientes sem desfecho constatado (perdas) sdo excluidos da andlise.

3 — Excesso relativo do risco de falhar
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4. 2. 3. Descricao das falhas

Na TABELA 6 estdo detalhadas as falhas ocorridas no estudo. De acordo
com os parametros de resposta terapéutica observados e registrados em D20,
D50, D80 e D110, a maioria das falhas associou-se a ocorréncia de piora
clinica em algum momento do periodo de observacdo de 3 meses apds o uso
da medicagao; no grupo L, este tipo de falha correspondeu a 76,0% do total de
falhas. A cicatrizacdao incompleta, caracterizada pela melhora sem cicatrizagao
no periodo de 3 meses, foi menos freqliente, representando 24,0% das falhas
do grupo L. Um paciente do grupo G apresentou epitelizagdao completa de sua
lesdo, mas com reativacao antes de D110, sendo considerado falha

terapéutica.

TABELA 6. Detalhamento das falhas terapéuticas ocorridas no estudo da eficacia
do Leishvacin® considerando-se os 3 meses de seguimento apds o uso do
medicamento. Mato Grosso, 2004-2006.

Grupo de Tratamento Leishvacin® Glucantime®
Pacientes analisados (62)* 32 30
Falhas (%) 25 (78,1) 4 (13,3)
Tipo de falha
Cicatrizagao incompleta 6/25 (24,0) 1/4 (25,0)
Piora das lesOes 19/25 (76,0) 2/4 (50,0)
Reativacao - 1/4 (25,0)

1 - Excluidos pacientes sem desfecho principal constatado (perdas).
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4. 2. 4. Andlise de tempo até a falha pelo método de Kaplan-Meier

Os casos de perda foram considerados falha. O tempo de
acompanhamento foi registrado em semanas a partir do primeiro dia de
tratamento. O tempo médio de sobrevida sem falha foi de 12,3 (11,4; 13,3)
semanas para o grupo L e de 14,5 (13,6; 15,1) semanas para o grupo G, num
total de 15 semanas de observagao e para um total de 79,4% e 18,7% de
falhas nos grupos L e G, respectivamente. A diferenga nos dois grupos mostrou

significancia estatistica (log rank= 24,31; p< 0,0001).
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SEMANAS 1 2 3 4 5 6 7

PACIENTES SEM FALHA
Leishvacin® 34 34 34 34 34 34 30
Glucantime® 32 32 32 32 32 32 31

8 9 10 11 12 13 14 15

30 29 29 16 16 16 16 7

31 31 31 29 29 29 29 26

Perdas = falhas para fins de andlise: Leishvacin® = 2 (semana 11); Glucantime® = 2 (semana 7 e semana 11).

Falhas: Leishvacin® = 27/34 (79,4%); Glucantime® = 6/32 (18,7%).

RR de falha (IC95%): Leishvacin® = 4,25 vezes maior (2,02; 8,89); Log-rank = 24,31 (p< 0,0001).
Meédia de tempo em semanas para a falha (IC95): Leishvacin® = 12,3 (11,4; 13,3); Glucantime® = 14,5 (13,6; 15,1).

Figura 4. Probabilidade estimada de sobrevivéncia sem apresentar falha no estudo de

avaliacdo de eficicia do Leishvacin®, por grupo de tratamento e considerando-se 15

semanas de seguimento. Mato Grosso, 2004-2006.
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4. 2. 5. Descricao da cura

O desfecho cura estd aqui analisado para os 66 pacientes do estudo. Do
total de curas do grupo L, 6 ou 85,7% foram assim registradas em D110,
momento final do periodo de observacao do estudo. No grupo G, 13 ou 50,0%

foram assim registrados até D80 (Tabela 7).

TABELA 7. Detalhamento das curas ocorridas no estudo da eficdcia do Leishvacin®
considerando-se os 3 meses de seguimento apds o uso do medicamento. Mato
Grosso, 2004-2006.

Grupo de Tratamento Leishvacin® Glucantime®
Pacientes analisados’ 32 30
Curas (%) 7 (21,9) 26 (86,7)
Tempo para registro da cura e freqiiéncia acumulada
D20 - 1(3,9)
D50 - 3 (11,5)
D80 1(14,3) 9 (34,6)
D110 6 (85,7) 13 (50,0)

1 - Na anadlise de intencao de tratar ou per protocolo nao ha alteracdo do nimero de
pacientes com desfecho cura.
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4.3. ANALISE EXPLORATORIA DA ASSOCIACAO ENTRE CARACTERISTICAS
CLINICO-LABORATORIAIS E DESFECHOS CURA E FALHA.

Nesta andlise da tabela 8 foram incluidos os pacientes com o desfecho
principal definido por seguimento do protocolo, 32 pacientes para o grupo de
intervengdo (Leishvacin®) e 30 pacientes para o grupo controle (Glucantime®).

Nao houve diferenca nas taxas de cura em relagdao ao sexo, cor da pele,
idade, tempo de evolugao, tipo e tamanho das lesdes, assim como em relagao
a resposta na IRM, para os dois grupos. No grupo G, houve taxas menores de
cicatrizacdo a medida que o numero de lesbes aumentava (p =0,082), e no
grupo L houve incidéncia menor de cura para as lesdes de membros inferiores

(p=0,06), mas se significancia estatistica em ambas as situagoes.
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Tabela 8. Analise exploratdria da associacdo de caracteristicas clinico-laboratoriais

com a cura clinica, em pacientes do estudo de avaliacdo da eficacia do

Leishvacin® na leishmaniose cutanea. Mato Grosso, 2004-2006.

Leishvacin®

Glucantime®

N =32 N =30
CARACTERISTICAS cura falha cura falha
(n=7) (n= 25) (n= 26) (n=4)

Sexo

Masculino 7 (23,3) 23(76,7) 23 (85,2) 4 (14,8)

Feminino - 2(100,0) 3(100,0) -
Cor da pele

Branca 3(30,0) 7(70,0) 10 (90,9) 1(9,1)

Parda 3 (15,8) 16 (84,2) 11 (84,6) 2 (15,4)

Negra 1(33,3) 2(66,7) 5 (83,3) 1(16,7)
Idade

Média (anos) 33,29 37,48 38,04 38,75

IC95% 17,75;48,82 32,10;42,86 32,94;43,14 16,9;60,58
Tempo de evolugao

Média (meses) 2,71 2,96 3,00 2,25

IC95% 1,14; 4,29 2,41; 3,51 2,54; 3,46 0,25; 4,25
Tipo de lesao

Ulcerada 5(17,9) 23 (82,1) 21 (91,3) 2(8,7)

Nao-ulcerada - - 1 (50,0) 1 (50,0)

Ambas 2 (50,0) 2 (50,0) 4 (75,0) 1 (25,0)
Namero de lesoes

Média® 1,86 1,48 1,62 2,50

IC95% 0,73; 2,98 1,19; 1,77 1,24;2,00 1,58; 3,42
Tamanho das lesGes

Média 1,84 3,78 2,17 1,63

IC95% 0,89; 2,79  2,44: 5,12 1,22; 3,12 -1,33; 4,60
Local das lesGes

Cabeca/ Pescoco - 3(100,0) 6 (75,0) 2 (25,0)

Tronco e MMSS 5 (45,5) 6 (54,5) 17 (89,5) 2 (10,5)

MMII3 2(11,1) 16 (88,9) 3 (100,0) -
IRM?

Nao reator 1(100,0) - 4(100,0) -

5-15 mm 3 (15,0) 17 (85,0) 8 (88,9) 1(11,1)

> 15 mm 3 (27,3) 8 (72,7) 13 (81,2) 3 (18,8)
1 - Grupo G - IRM nao realizado em 1 paciente.
2 - p=0,082
3 -p= 0,060
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4. 4. RESULTADO DA ANALISE MULTIVARIADA DA ASSOCIACAO ENTRE

CARACTERISTICAS CLINICO-LABORATORIAIS E DESFECHOS CURA E FALHA.

Numero e local da lesdo cutanea apresentaram associacdo com o
desfecho terapéutico ao nivel de significancia igual ou inferior a 0,1 na analise
exploratoria. Portanto, foram incluidas em um modelo de analise multivariada,
além de idade e sexo. Nao houve modificacdo de efeito por essas variaveis.
Apenas o medicamento Leishvacin® permaneceu associado a falha terapéutica

(OR=18,0; IC95%: 4,32-82,58; p<0,0001).

Tabela 9. Resultado da andlise multivariada da associacdao entre
caracteristicas clinicas e falha terapéutica com Leishvacin em pacientes do
estudo de avaliacdo da eficacia do Leishvacin® na leishmaniose cutdnea. Mato
Grosso, 2004-2006.

Caracteristicas OR I1C95% P
Grupo Leishvacin® 18,9 4,32; 82,58 <0,0001
Idade 0,98 0,93; 1,03 0,507
Sexo 0,88 0,07; 10,4 0,919
Numero de lesdes 0,81 0,38; 1,73 0,577
Local da lesao 1,45 0,36; 5,73 0,600
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4. 5. EVENTOS ADVERSOS

4.5.1. Eventos adversos medidos por observacao clinica

Os eventos adversos presentes em uma ou mais consultas (D10, D20, e
D50), referidos ou questionados, para os diferentes grupos de tratamento, sao
apresentados com suas respectivas freqliéncias globais nas tabelas 10, 11 e
12.

As avaliagOes evolutivas das analises laboratoriais sdo apresentadas nas

tabelas 13 e 14.

4.5.1.1 Grupo L ou Leishvacin

Os eventos adversos de maior prevaléncia neste grupo foram cefaléia e
relato de dor a aplicacdo do medicamento, com freqiéncias parciais de 18,8%
para cefaléia e 21,9% para dor em D10; 17,6% em D20 para ambos. Trés
pacientes relataram artralgia; um deles apds receber equivocadamente uma
Unica dose excessiva de 1,0 ml do Leishvacin®, mantendo a queixa em D20. A
mialgia foi relatada também por 3 pacientes, sendo que 1 deles persistiu com a
gueixa em D50. Nesta mesma freqliéncia foram relatadas febre e fraqueza.
Relato de prurido difuso, ndao relacionado a lesOes elementares de pele,
ocorreu em 9,4% em D10 e 17,6% em D20. Alteragdo do apetite
(principalmente diminuigao) foi relatada por 12,5% em D10 e 2,9% em D20.
Eritema no local de aplicagao foi observado em 6 pacientes. Os demais eventos
adversos estao representados na tabela 10. Poucos eventos adversos referidos

em D10 ou D20 estavam presentes em D50.
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Tabela 10. Eventos adversos presentes nas consultas de D10, D20, D50, para

os pacientes do estudo da eficacia do Leishvacin® na leishmaniose cutinea,
grupo Leishvacin® (N=34). Mato Grosso, 2004-2006.

LEISHVACIN® (34)

EVENTOS ADVERSOS D10 (32) D20 (34) D50 (30)
(ordem da ficha clinica) n (%) n (%) n (%)
Artralgia 1 3,1 1 2,9 2 6,7
Mialgia 1 3,1 1 2,9 1 3,3
Cefaléia 6 18,8 6 17,6 1 3,3
Febre 1 3,1 1 2,9 1 3,3
Dor a aplicacao 7 21,9 6 17,6 -

Eritema local 2 6,3 4 11,8 - -
Prurido 3 9,4 6 17,6 1 3,3
Alteracao do sono 4 12,4 4 11,8 - -
Fraqueza 1 3,1 2 5,9 - -
Alteracao do apetite 4 12,5 1 2,9 1 3,3
Pirose 2 6,3 - - - -
Nauseas 1 3,1 - - - -
Vomitos 1 3,1 - - - -
Plenitude pés-prandial - 2,9 - -
Alteracao do peso 1 3,1 3 8,8 - -
Edema - - - - - -
Tontura 3,1 - - - -
Nervosismo 2 6,2 - - 1 3,3
Flebite - - - - - -
Palpitacao 1 3,1 - - - -
Herpes Zoster - - - - - -
Dor abdominal - - 1 2,9 - -
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4.5.1.2 Grupo G ou Glucantime

Houve uma maior incidéncia global de eventos adversos neste grupo. A
artralgia foi o efeito mais incidente com freqliéncias parciais de 56,7% em D10
e D20. Mialgia foi relatada com freqiéncias parciais de 40,0 e 33,3% em D10 e
D20, respectivamente. Cefaléia ocorreu em 40,0% e 33,3% nos dias 10 e 20
da observagao, enquanto alteracao do apetite ocorreu em 36,7% em D10 e em
33,3% em D20. A ocorréncia de febre foi de 26,7% em D10 e 13,3% em D20.
Dor a aplicacdo ocorreu em 6,7% a cada observacdo de D10 e D20 . Os outros
eventos adversos freqlientemente relatados foram fraqueza e alteragao do
sono, sendo que 7,2% dos pacientes mantinham essa Ultima queixa em D50. A
queixa de tontura esteve presente em 26,7% dos pacientes em D10 e em
10,0% em D20. Das queixas relacionadas ao sistema digestivo, a mais
freqliente foi a de plenitude pds-prandial, presente em 20,0% em D10 e em
26,7% em D20. Um paciente apresentou-se com quadro de herpes zoster,
imediatamente apds a conclusdao da aplicacdo do medicamento, evoluindo
espontaneamente de forma satisfatéria. Os eventos adversos estdo
representados na tabela 11. Poucos dos eventos adversos referidos em D10 ou

D20 se apresentavam em D50, exceto os acima citados.
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Tabela 11. Eventos adversos presentes nas consultas de D10, D20, D50, para

os pacientes do estudo da eficacia do Leishvacin® na leishmaniose cutinea,

grupo Glucantime® (N=32). Mato Grosso, 2004-2006.

Glucantime® (32)

EVENTOS ADVERSOS D10 (30) D20 (30) D50 (28)
(ordem da ficha clinica) n (%) n (%) n (%)
Artralgia 17 56,7 17 56,7 - -
Mialgia 12 40,0 10 33,3 1 3,6
Cefaléia 12 40,0 10 33,3 2 7,1
Febre 26,7 13,3 - -
Dor a aplicacao 6,7 2 6,7

Eritema local - - - - - -
Prurido 5 16,7 13,3 1 3,6
Alteracao do sono 10 33,4 9 30,0 2 7,1
Fraqueza 6 20,0 10 33,3 2 7,1
Alteracao do apetite 11 36,7 10 33,3 2 7,1
Pirose 13,3 3 30,0 - -
Nauseas 5 16,7 3 10,0 1 3,6
Vomitos - - 1 3,3 - -
Plenitude pds-prandial 6 20,0 8 26,7 2 7,1
Alteracao do peso 6 20,0 2 6,7 3 10,7
Edema 2 6,7 - - - -
Tontura 8 26,7 3 10,0 1 3,6
Nervosismo 1 3,3 3 10,0 2 7,1
Flebite 1 3,3 - - - -
Palpitacao 2 6,7 1 3,3 - -
Herpes Zoster - - 3,3 - -
Dor abdominal 2 6,7 2 6,7 - -
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4.5.1.3 Analise comparativa dos eventos adversos nos grupos de estudo.

Relata-se a seguir (Tabela 12) as freqiéncias globais dos eventos
adversos apresentados em cada grupo de tratamento, com uma andlise
comparativa. Ha diferencas entre os dois grupos na incidéncia dos eventos:
artralgia, mialgia, febre, eritema no local da aplicagao, alteragao do sono,
fraqueza, alteracao do apetite, plenitude pds-prandial e tontura. Todos com

maior incidéncia no grupo G, exceto eritema no local da aplicagao.
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Tabela 12. Analise comparativa da incidéncia global de eventos adversos referidos ou

questionados, para os pacientes do estudo da eficdcia do Leishvacin® na leishmaniose
cutédnea (N=66). Mato Grosso, 2004-2006.

PRESCRICAO
EVENTOS ADVERSOS Leishvacin® Glucantime® Diferenca% Valor
(ordem da ficha clinica) (34) (32) (IC95%) dep
n (%) n (%)

Artralgia* 3 8,8 22 68,8 60,00 [38,30; 81,70] < 0,001
Mialgia* 3 8,8 18 56,3 47,50[24,82; 70,18] < 0,001
Cefaléia 10 29,4 16 50,0 20,60 [-5,56; 46,76] 0,144
Febre* 3 8,8 10 31,3 22,50[0,79; 44,21] 0,047
Dor a aplicacao 10 29,4 4 12,5 16,90 [-5,26; 39,06] 0,168
Eritema local* 6 17,7 - - 17,70 [1,84; 33,56] 0,039
Prurido 8 23,5 6 18,8 4,70 ([-17,99; 27,39] 0,868
Alteracdo do sono* 5 14,7 14 43,8 29,10 [5,16; 53,04] 0,019
Fragueza* 3 8,8 12 37,5 28,70 [6,38; 51,02] 0,013
Alteragao do apetite* 5 14,7 16 50,0 35,30[11,25; 59,35] 0,049
Pirose 2 5,9 18,8 12,90 [-5,82; 31,62] 0,220
Nauseas 1 2,9 18,8 15,90 [-1,80; 33,60] 0,089
Vomitos 1 2,9 1 3,1 0,20[-11,07; 11,47] 0,499
Plenitude pds-prandial* 1 2,9 10 31,3 28,40 [8,34; 48,46] 0,006
Alteracao do peso 4 11,8 9 28,1 16,30 [-5,71; 38,31] 0,175
Edema - - 2 6,3 6,30 [-5,15; 17,75] 0,440
Tontura* 1 2,9 9 28,1 25,20 [5,60; 44,80] 0,012
Nervosismo 2 5,9 5 15,6 9,70 [-8,19; 27,59] 0,379
Flebite - - 1 3,1 3,10 [-5,94; 12,14] 0,440
Palpitacao 1 2,9 2 6,3 3,40 [-9,77; 16,57] 0,943
Herpes Zoster - - 1 3,1 3,10 [-5,94; 12,14] 0,982
Dor abdominal 1 2,9 3 9,4 6,50 [-8,11; 21,11] 0,554

*Eventos adversos com significancia na diferenca de incidéncia entre os dois grupos.
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4.5. 2. Avaliacdo evolutiva das analises laboratoriais.

Nesta analise, sdo avaliados de forma evolutiva os resultados dos exames
complementares realizados no acompanhamento dos pacientes. A tabela 13
apresenta esta analise para o grupo L e a tabela 14 para o grupo G. Ndo sao
apresentados os resultados de D50.

No grupo L, houve uma reducdo na contagem de leucdcitos e neutrofilos,
sem significancia estatistica.

No grupo G, a analise evolutiva das medidas em DO, D10 e D20, mostrou
diferencas nas médias dos resultados de ALT, amilase, hematdcrito e

leucocitos.
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Tabela 13. Avaliacao evolutiva das analises laboratoriais, para os pacientes do

estudo da eficidcia do Leishvacin® na leishmaniose cutadnea, grupo Leishvacin®.

Mato Grosso, 2004-2006.

Leishvacin® (34)

Exames Laboratoriais Média das analises Valor de p
DO D10 D20

BIOQUIMICA

Creatinina 0,882 0,885 0,874 0,941

ALT! ou TGP 32,38 30,97 29,81 0,846

Fosfatase Alcalina 204,52 182,37 190,14 0,727

Amilase 97,10 99,41 95,04 0,928

HEMOGRAMA

Hematdcrito 45,05 44,51 44,87 0,827

Leucdcitos 7950 7560 7193 0,442
¢ Neutrofilos 4659 4176 3797 0,062
e Eosinofilos 366 381 399 0,421

Plaquetas 233,03 242,59 243,19 0,753

1 - Alanina aminotransferase
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Tabela 14. Avaliacdao evolutiva das analises laboratoriais, para os pacientes do

estudo da eficicia do Leishvacin® na leishmaniose cutdnea, grupo Glucantime®.

Mato Grosso, 2004-2006.

Exames Laboratoriais

BIOQUIMICA
Creatinina

ALT! ou TGP
Fosfatase Alcalina
Amilase
HEMOGRAMA
Hematdcrito

Leucdcitos
¢ Neutrofilos
e Eosinofilos

Plaquetas

Glucantime® (32)

Média das analises

Valor de p

DO D10 D20
0.853 0.857 0.887 0,823
26.27 37.57 42.07 0,020
151.29 163.84 171.12 0,539
97.48 130.35 105.00 0,018
44.57 42.59 41.47 0,005
8378 7038 7383 0,019
4898 4058 4305 0,923
479 460 564 0,304
252.81 238.73 252.76 0,546

1 — Alanina aminotransferase
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5. DISCUSSAO

5.1. RELEVANCIA DO ESTUDO

A ampla presenca da leishmaniose tegumentar (LT) no Brasil, e
especialmente em MT, é por si motivacdo suficiente para a avaliacao de novos
esquemas terapéuticos. A LT tem alta incidéncia no Estado, os casos de
leishmaniose cutanea (LC), relacionados a infeccdo recente, estdo presentes
em locais distantes, onde ha dificuldades operacionais para que os pacientes
possam ter realizados seu diagndstico e tratamento. O esquema terapéutico de
escolha baseia-se no uso de uma droga de aplicacdo parenteral por varios dias,
nao menos do que 20 dias, tornando obrigatério ao paciente o deslocamento
de sua moradia para um local de assisténcia apto a lhe administrar o esquema
prescrito e acompanhar os efeitos advindos do tratamento. Freqlientemente,
este local estd a varios quildmetros de distancia de sua residéncia ou ambiente
de trabalho, com as dificuldades ébvias que este fato representa. Nao ha
perspectiva proxima a substituicio do esquema parenteral por outro
igualmente eficaz de uso oral. Uma dificuldade adicional, e possivelmente de
maior importéancia, é a toxicidade potencial dos antimoniais, com limitagdes a
seu uso, com necessidade de acompanhamento dos pacientes com exames
clinicos e complementares, pratica nem sempre possivel nos locais de
tratamento desses doentes. Assim, as iniciativas para o conhecimento do
comportamento da resposta a terapéutica em individuos com LT deveriam ser

estimuladas. A procura por novos produtos ou esquemas diferentes com
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produtos conhecidos, pode nao encontrar de imediato um esquema que
substitua o atual, mas pode acrescentar no conhecimento e desenvolvimento
futuro de drogas mais proximas do ideal, e também auxiliar na ampliacao de
um arsenal terapéutico hoje tdao pobre, mesmo que para condicdes
particularizadas em que o tratamento padrdo nao se aplica.

Como abordado na Introducdo, resultados anteriores com o Leishvacin®
mostraram ser esta uma vacina de uso potencial para o tratamento das
leishmanioses, o que estimulou a elaboragao do projeto que daria origem a
este estudo. A vacina havia sido descrita como de potencial terapéutico, até
semelhante ao convencional segundo os resultados publicados, e com baixa
freqiiéncia de eventos adversos associados. Mas, os esquemas avaliados
apresentavam o inconveniente da longa duracdao com repeticdoes de varias
séries de aplicacOes. Assim, se optou por avaliar o efeito terapéutico, mas num
esquema considerado factivel para aplicacdo rotineira.

Também o fato de o Leishvacin estar registrado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como imunoprofildtico e também como
imunoterapico para a LT, sem ser de fato considerado uma opc¢do terapéutica
NOS manuais que orientam 0s esquemas de tratamento da LT (BRAsSIL, 2006;

BRrRASIL, 2007), indicava a necessidade de avaliagao.
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5.2. CONSIDERACOES SOBRE O PLANEJAMENTO DO ESTUDO: AMOSTRAGEM,

CONTROLE E MASCARAMENTO.

A opcao pelo ensaio clinico pressupde a observancia de um planejamento
de estudo baseado em conceitos metodoldégicos bem definidos. Os principais
sdo: o cdlculo de uma amostra adequada a expressar as diferengas eventuais
existentes no desfecho a ser obtido com os dois diferentes esquemas
terapéuticos propostos; a decisdo sobre necessidade e adequacao do
mascaramento; a decisao sobre o grupo controle, se constituido de pacientes
em uso do tratamento convencional (controles ativos) ou em uso de placebo
(Pocock, 1987; FLETCHER & FLETCHER , 2006). As condigOes que nortearam estas

decisdes sao relatadas a seguir.

Calculo amostral

O calculo da amostra considerou o conhecimento prévio da eficacia
daquele medicamento que viria a se constituir o controle ativo, um antimonial
pentavalente, o antimoniato de meglumina, disponivel no Brasil com o nome
de marca Glucantime®. Porém, hd mais dados publicados de revisdo sobre a
eficacia alcancada com o antimonial pentavalente em séries de pacientes
estudados do que propriamente estudos terapéuticos de modelos validados
para a avaliacdo de eficacia. Ha fatores diversos que podem interferir nas
conclusdes advindas destas publicacdes. A espécie de Leishmania pode ser
fator fundamental para o sucesso ou o fracasso de um esquema terapéutico

nas leishmanioses e, especialmente, na leishmaniose cutédnea (LC) em que
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diferentes e distantes espécies de Leishmania podem se relacionar a quadros
clinicos semelhantes entre si. Dai a necessidade de ao menos se conhecer a
distribuicdo de espécies por regides ou localidades geogréficas, a fim de se
proceder a um julgamento sobre determinados resultados, quando nao estao
disponiveis informagdes sobre a caracterizacao das espécies de Leishmania dos
pacientes tratados num determinado estudo. O valor atribuido a eficacia
esperada, entao, foi resultado de uma interpretacao dos trabalhos de revisao
publicados na literatura (BERMAN, 1988; ARANA et al., 1994; BERMAN, 1996;
BERMAN, 1997; SALDANHA et al., 1999; DEeps et al., 2000), nao se levando em
conta a experiéncia local acumulada ao longo de 10 anos de servico de
atendimento as leishmanioses, apesar de se considerar possibilidade de
valores mais elevados de eficacia (80%) do que o considerado para estudo
(60%).

O segundo momento do calculo amostral, quando da estimativa de quanto
0 esquema experimental se afastaria da hipotese de nulidade com relacdo a
eficacia, também se apresentou com dificuldades, visto que os estudos
anteriores sobre o uso do Leishvacin® para tratamento de leishmanioses foram
construidos com métodos diversos, principalmente quanto aos esquemas
terapéuticos e acompanhamento dos pacientes. Em alguns, os esquemas
relatados eram realizados na forma de imunoquimioterapia, isto &, associando-
se o Leishvacin® ao antimonial pentavalente, e em outros, avaliou-se
esquemas de imunoterapia, sempre muito prolongados e com numero final de
aplicagbes muito varidvel (MICHALIK et al., 1987; MAYRINK et al., 1992; GENARO

et al., 1996; MACHADO-PINTO et al., 2002). Como nos estudos anteriores, a
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eficacia relatada variou entre 40 e 100 por cento, foi atribuida uma diferenca
estimada de 20% deste para o grupo controle, assim considerando que a
eficacia do Leishvacin® poderia variar entre 40 e 80 por cento e seria
detectada por esta amostra, inicialmente calculada em 200 pacientes, 100 para

cada grupo.

Escolha do grupo controle e opcao pelo estudo aberto

A importancia de um grupo controle é inquestionavel no desenho de um
ensaio clinico. Um outro grupo de pacientes, além daquele da intervencao, que
disponha da mesma condicao de atencdo, reduz a importéncia da presenca de
fatores intervenientes no resultado final em avaliagao. O questionamento que
se imp6s no planejamento foi sobre qual grupo controle seria adequado. A
utilizacdo de um placebo ndo foi considerada aceitavel, por razdes como a
situacdo de risco de estigmatizacdo estética que envolve o curso da LC, €, o
potencial desenvolvimento de formas clinicas de maior gravidade como a
leishmaniose mucosa (LM). Esta € uma condicao clinica considerada evolutiva
da LC, sobre a qual ha lacunas no conhecimento da etiopatogénese. A auséncia
de tratamento medicamentoso da LC ou demora na cicatrizagao das lesdes
primarias cutdneas sdao consideradas fatores de risco para seu
desenvolvimento. Outra opgao considerada foi o de uso de um placebo em
conjunto tanto com a droga de intervengao como a de uso convencional, e
nesse caso seriam necessarias duas aplicacdes diarias dos dois medicamentos,
um por via subcutanea e outro por via intravenosa, por um periodo de 20 dias.

Considerou-se que a natureza objetiva da avaliagdao do estudo, definicao de

109



cura por epitelizagao das lesOes, nao justificaria a adicao do placebo, com as
inconveniéncias descritas. Assim, considerou-se ndo haver justificativa ética
também para esta opcdo. O estudo foi, entdo, conduzido de modo aberto, com
controles ativos e ndao houve prejuizo na avaliacdo dos desfechos. Um dado
que soma a favor desta conclusdo é que 96,9 por cento dos pacientes do
estudo apresentavam ulceras como lesGes, cujo desfecho cura é de facil

interpretacao.

Interrupcao do estudo

O planejamento inicial do estudo foi modificado apds a realizacdo de uma
anadlise intermedidria, ndo planejada anteriormente, mas necessaria em
decorréncia da observacao de freqléncia elevada de indicacbes de
retratamento nos pacientes do estudo. A prépria pesquisadora pdde proceder a
analise, ja que o estudo foi realizado de forma aberta. Com aproximadamente
70 por cento do que se tem hoje como total da amostra, a taxa de cura no
grupo experimental era de 9,09% (IC95% 1,59; 30,62) e a taxa de falha
superior a 90 por cento, tanto na analise por intencdo de tratar como per
protocolo (90,91% e IC95% de 69,38; 98,41). No grupo controle, havia uma
Unica falha constatada, em proporcdo semelhante de pacientes incluidos, visto
gue a randomizacao por blocos manteve a distribuicio homogénea entre os
grupos em todo o periodo do estudo. A conclusao foi de que os desfechos
principais cura e falha estavam determinados, a eficacia terapéutica estimada

para o tratamento experimental ndao seria alcancada, mesmo considerando-se
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a pior perspectiva de 40%. Também a superioridade do grupo controle estava
determinada. Assim, o estudo foi interrompido.

Uma outra condicdo contribuiu para essa decisdao. Com o lento
recrutamento no estudo, os desfechos foram observados numa fase em que
havia numero reduzido de participantes. O servico para atendimento de
leishmanioses do Hospital Universitario Julio Muller (HUIM) da UFMT, no qual
os pacientes foram selecionados e acompanhados, teve inicio ha mais de 10
anos e € uma referéncia no estado de Mato Grosso. A atuagdo se da nao
somente na assisténcia aos pacientes a ele encaminhados, mas também
servindo como campo de estagio e treinamento de académicos, médicos
residentes e profissionais da area de saude em geral. Por demanda do Estado,
sao realizados treinamentos periddicos sobre a assisténcia as leishmanioses,
dirigidos aos médicos e enfermeiros do Programa de Saude da Familia de todo
o interior de Mato Grosso. E provavel que este esforgo conjunto tenha
melhorado as condicOes locais de assisténcia aos pacientes, de forma que uma
primeira dificuldade foi a presencga reduzida de casos de LC que atendessem ao
critério primeiro para inclusdo no projeto, ou seja, o ndo tratamento prévio
com medicamentos especificos. Conforme detalhado, houve uma desproporcao
entre a demanda geral do servico e a freqléncia dos casos novos de LC.
Somente 11 por cento dos casos de LC cumpriam tais critérios, reduzindo-se o
universo amostral a um numero menor do que os 200 casos no periodo
planejado do estudo. Ainda assim, nem todos esses casos preenchiam um
outro critério de inclusdo. Por condicdes inerentes ao processo de transmissao

e doenca da LC, a maioria destes pacientes vem de municipios distantes e
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mesmo quando concordam em permanecer em Cuiaba, necessitam retornar
apos a conclusdo do periodo de aplicacdo dos medicamentos. Assim, a principal
condicdo de nao preenchimento de critérios, depois de relato de tratamento
prévio, foi a ndo disponibilidade para retornos dentro do periodo de 110 dias

que totalizava o estudo.

5.3 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

A distribuicdo das caracteristicas socio-demograficas e clinicas foi
semelhante entre os dois grupos do estudo. Optou-se pela nao realizagdao de
anadlise estatistica nesta fase, porque eventuais diferencas podem ocorrer ao
acaso e a auséncia de diferencas ndo assegura a homogeneidade entre os
grupos (ALTMAN & DORE, 1990; ScHuLz & GRIMES, 2002). O processo de
randomizacdao estd diretamente relacionado a confiabilidade de distribuigdo
homogénea de caracteristicas dependentes entre grupos. Mas, ha prejuizo
desse pressuposto em amostras pequenas como a do estudo apresentado.

Um total de 61 de 66 pacientes era do sexo masculino. Esses resultados
sao coerentes com a observacao de que a transmissao da doenca em Mato
Grosso estd ainda associada a um padrdo de transmissdo relacionado a
penetragcdo do homem nas matas nativas, onde a doenca ocorre na forma de
enzootia. Os padrdes epidemioldgicos silvestre e ocupacional (BRrRASIL, 2007)
sao os que se adeqliam aos casos de LT em MT. A presenca maior de homens
jovens reforca esta condigdao. As atividades laborais mais freqlientemente

relatadas pelos pacientes foram desmatamento e Ilavoura, tanto como
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empregados em fazendas e sitios como na condicdo de proprietarios de
pequenos lotes advindos de assentamentos tdao comuns na regido. Dados
semelhantes foram relatados em trabalhos anteriores (HUEB et al., 1995;
1997c). Estes aspectos da transmissdo sdao considerados classicos na LT e
outros autores, trabalhando em dareas onde o padrdao de transmissao era
associado a penetracdo em areas florestais, observaram aspectos semelhantes
de distribuicdo de LT por sexo e faixa etdria em suas casuisticas (PESSOA,
1941; DOURADO et al., 1989; BASANO E CAMARGO, 2006).

A distribuicdo de casos de LT em MT ndo se faz de forma homogénea por
serem diferentes os fatores locais associados ao estabelecimento do ciclo de
transmissao da doenca, mas pode-se considerar que MT apresenta sempre
incidéncia elevada, em numeros absolutos ou relativos. O Brasil apresentou
nos ultimos 20 anos uma média anual de 28.568 casos e coeficiente de
deteccao médio de 18,5 casos/100.000 habitantes (BRAsIL, 2007); em 2005, o
total de casos no estado foi de 2868, ou seja, 10% da média total anual
brasileira, sendo que a populagao mato-grossense representa
aproximadamente 1,5% da populacao brasileira.

No estado, ha maior incidéncia de casos na mesorregidao Norte, explicada
pela ocupacao relativamente recente da regiao, com a maioria dos
assentamentos e projetos de desenvolvimento nao ultrapassando duas
décadas; 12 dos 27 municipios com procedéncia de casos estavam nesta
regiao, representando 34,5% dos casos, percentual elevado considerando-se a
distdncia destes municipios em relacdo a capital, o mais préximo, Nobres, a

150 km, mas com municipios tdo distantes como Juruena a 893 km (486,17
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km foi a média de distancia dos municipios da regidao Norte com procedéncia
de casos) (detalhado em ANEXO 5). Os casos da mesorregiao centro-sul
representaram 43,1% do total, provavelmente pelo fato do local do estudo
estar ai situado. Mas, este dado pode sugerir uma outra interpretacdo. Ha 10
anos, quando da conclusdao de um trabalho de caracterizagcdao de aspectos da
epidemiologia, clinica e diagnéstico da LT em MT, também realizado com uma
amostra de conveniéncia atendida neste mesmo servico, os casos do norte de
MT representavam 70% do total do estado e foram 50% da amostra do estudo
(HueB, 1997c). Menos do que uma provavel reducao de casos nesta regido, ha
talvez um aumento na freqliéncia de casos em areas de transmissao até ha
pouco silenciosas na regiao centro-sul, onde estao as cidades e propriedades
rurais mais antigas e portanto ja exploradas. Nao ha dados oficiais e um
estudo localizado ndo responde a essas questdes, mas por relatos esporadicos
de pacientes hoje doentes, residentes em areas sem casos ha varias décadas,
€ provavel que alguma mudanca ambiental recente e extensa esteja
ocorrendo, pois sdo distantes entre si esses locais de expressdo recente. E
mais provavel que se relacione com a construcdo de usinas hidrelétricas, como
a recém inaugurada Usina do Manso, distante menos de 100 km da capital e
sobre a qual ha discussbes e projetos dirigidos a chamada area de influéncia
do Manso. As regides Sudeste e Sudoeste contribuiram com 17,2% e 5,2%,
respectivamente. Nao houve casos da regidao Nordeste, porém, investigando-se
0os casos da regidao no Estado, observa-se a presenca de municipios de alta
incidéncia de casos, como Alto Boa Vista, Cocalinho ou Cana Brava do Norte

(ANEXO 5), entre outros. A nao procura pelo servigo seja talvez explicada pela
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proximidade com Rondondpolis, a maior cidade pdlo depois da capital, e
também pela proximidade com o Estado de Goids, com provavel busca de
assisténcia no Estado vizinho.

A Ulcera de pele esteve presente em 96,9% dos pacientes; na totalidade
dos pacientes do grupo L e em 93,7% dos pacientes do grupo G. A freqliéncia
encontrada foi maior do que a geralmente relatada em séries apresentadas.
Mesmo em estudo anterior no mesmo servico, a freqiéncia foi um pouco
inferior, 89,7% em 134 pacientes com confirmagdo parasitoléogica do
diagnodstico (HUeB, 1997c). Os aspectos clinicos caracteristicos da leishmaniose
tegumentar (LT) tém sido descritos em trabalhos classicos da literatura
médica. Com relacdo as lesdes das formas cutaneas de leishmaniose, PESSOA &
BARRETO (1948) referiam: “Em geral, nao apresenta o diagndstico da
leishmaniose cutanea maiores dificuldades quando as lesdes revestem o
aspecto ulceroso tipico - ... ndédulo que logo se rompe, determinando a
formacao da ulcera leishmanidtica, com superficie granulosa e bordas nitidas,
indolor; muitas vezes basta um exame objetivo para se estabelecer a sua
natureza. Quando, porém, elas assumem formas mais raras, tais como as
verrucosas, framboesdides, linfangitica, etc., podem, entdao ser confundidas
com outras entidades nosolégicas, tornando-se dificil firmar-se o diagndstico, a
nao ser pelos métodos laboratoriais.” A experiéncia em areas endémicas como
a de Trés Bracos, BA, confirma este aspecto classico das formas cutaneas.
Relatos da casuistica desta localidade mostram presenca de ulceras em 87%
dos pacientes com formas cutdneas (LLANOS-CUENTAS et al., 1984a; LLANOS-

CUENTAS et al., 1984b). Em casuistica do Hospital Evandro Chagas da
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FIOCRUZ, no Rio de Janeiro, encontrou-se 80,3% de Ulceras em 213 pacientes
com LC (MATTOS, 1993) e em trabalho mais recente, o mesmo grupo relatou a
presenca de Ulceras em 95,3% dos pacientes que tiveram acompanhamento
no servico num periodo de 11 anos, dados de uma avaliacao retrospectiva
(OLIVEIRA-NETO et al., 2000).

Os resultados em relacdo a outras caracteristicas das lesdes cutaneas,
numero, tamanho, localizacdo, tempo de evolucdo, concordam com outros
relatos da literatura. As lesdes sdo Unicas na maioria dos pacientes de LC,
principalmente naqueles procedentes de &areas de predominio de L. (V.)
braziliensis (ROMERO, 2000; OLIVEIRA-NETO, 2000). O tamanho das lesdes pode
variar na dependéncia de fatores como infeccdo secundaria ou tempo de
evolucdo, e até dependendo da espécie, provavelmente sendo as Ulceras por L
(V) braziliensis mais extensas se comparadas com as Ulceras por L. (V)
guyanensis (ROMERO, 2000). As lesOes cutaneas de leishmaniose sdo sempre
mais freqlientes em dreas expostas, pela relacdo da picada do inseto vetor e a
lesdo primaria de pele. A lesdo ulcerada de extremidades inferiores pode ter
tempo aumentado para cicatrizacao, independente de associagao com infecgao
bacteriana secundaria (LUJAN, 2000), mas esta aparente influéncia negativa
pode significar apenas tempo maior para a epitelizagao, sem interferir no
desfecho final da cura que pode estar positivamente associado com lesdes em
membros inferiores (Romero, 2000). No grupo L houve um predominio da
localizagao em membros inferiores, enquanto no grupo G predominaram lesdes
nas extremidades superiores; numa analise exploratéria, houve diferenca

dentro do grupo L na taxa de cura em relacdo ao local das lesGes, porém a
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diferenca ndo se confirmou quando realizada a analise multivariada,
permanecendo o uso do Leishvacin como Unico fator associado a falha. As
lesbes dos pacientes do estudo tinham evolugdao recente, menor do que 3
meses para aproximadamente 70% dos casos em ambos 0s grupos, mas este
pode ser um resultado enviesado, pois tempo até 6 meses foi um dos critérios
utilizados para inclusdo, apesar de 5 meses ter sido o maximo de tempo
relatado de evolugao de lesdes.

A IRM foi positiva em 92,5% dos pacientes, mostrando bom desempenho
e correlacdo com as técnicas parasitoldgicas. A positividade desta técnica
diagndéstica pode variar de acordo com forma clinica (mais positiva nos
pacientes com lesao mucosa), tempo de doencga, etiologia e condicoes
individuais que podem interferir com a resposta imunoldgica frente a infeccdes.
Por se tratar de uma reagao dependente da resposta imune celular tardia, as
doengas que cursam com este tipo de imunodepressao como a aids podem
falsear resultados. Numa amostra homogénea como a de um ensaio clinico, em
que critérios pré-estabelecidos para a inclusdo de pacientes reduzem a
probabilidade dessas situagdes intervenientes, espera-se positividade com
valores minimos de 80%. Montenegro em 1926, ao descrever seus primeiros
resultados com esta técnica encontrou 86,4% de positividade, mas a amostra
de indiviuos era heterogénea principalmente quanto ao tempo de evolucao, € o
composto antigénico utilizado diferia do atual. Mais tarde, apds a padronizacdo
da técnica (MELO et al., 1977), outros trabalhos foram publicados, consagrando
esta como uma técnica de boa sensibilidade, auxiliar no diagndstico da LT

desde que bem interpretada. A presenca da reacao positiva pode significar
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infeccao ocorrida num passado recente ou remoto, com ou sem doencga
manifesta, e mesmo contato com vetor infectado, sem necessariamente
significar infeccao. Neste estudo, todos os pacientes tiveram confirmagao
parasitoldogica e, portanto, os exames positivos correspondem a situacdes de
infecc@ao com doenga ativa. Em trabalho anterior, no mesmo servico, a
positividade para pacientes com LC confirmada foi de 75,5% (HUEB, 1997c),
abaixo do habitualmente relatado e do resultado ora apresentado.

Todos o0s pacientes tiveram confirmacao parasitolégica (critério de
inclusao). Os exames diretos, esfregacos de raspado ou aspirado ou impressao
de fragmento de bidpsia (imprint), tiveram bom desempenho, especialmente o
raspado com 100% de positividade no grupo L. Freqliiéncia elevada e
inesperada de contaminacdao comprometeu os resultados dos isolados em
cultura, método normalmente com desempenho superior aos exames diretos.
Nas fases iniciais do estudo, tubos semeados eram encaminhados ao
Laboratério de Pesquisa em Leishmanioses - IOC - FIOCRUZ - RJ, para que se
procedesse a caracterizacdo da espécie, mas o envio foi interrompido em
decorréncia da freqlente contaminacdo das amostras e dificuldades
operacionais no transporte. A dificuldade no transporte foi minimizada pela
identificacdo e caracterizacao de amostras de Leishmania a nivel de complexo,
a partir de espécimes de bidpsias das lesdes de pele dos pacientes, utilizando-
se uma técnica molecular, o método de PCR-RFLP. Foi possivel diferenciar
todas as amostras positivas como sendo do complexo L. Viannia, mas nao se
podendo afirmar pela técnica desenvolvida até entdo se todas as 62 positivas

pertencem a uma Unica espécie. Por digestdo enzimatica, constatou-se que 60
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ou 96,8% tinham o mesmo padrao P2/P1 (ANEXO 6), provavelmente
pertencendo a mesma espécie. Como dado adicional, os dois pacientes dos
espécimes com padrao diferente P1/P2 apresentaram aspectos que podem se
relacionar a esta diferenca; um deles é o Unico paciente com procedéncia do
Estado do Amazonas e o outro, procedente do norte de MT, foi um paciente
que apresentou cicatrizacao precoce, mas com reativacao dentro do periodo de
acompanhamento do estudo, Unico em sua evolugdo. E conhecida a maior
diversidade de cepas presentes na Amazonia, onde a L. (V.) guyanensis pode
ser a espécie predominante em certas localidades, com presenca também de L
(L.) amazonensis e de outras de ocorréncia mais rara no homem (LAINSON et
al., 1994; ROMERO, 2000; ROMERO et al., 2001; SILVEIRA et al., 2002). Em
trabalhos publicados recentemente sobre as espécies prevalentes em MT,
leishmanias do complexo L. mexicana representaram 5,9% e do complexo L.
braziliensis 94,1% de 68 amostras coletadas no servigo onde o estudo atual foi
realizado (ANDRADE et al., 2005; CARVALHO et al., 2006). Inicialmente as
amostras foram submetidas a uma primeira analise por PCR e hibridizacao do
DNA, que identificou até nivel de complexo, com concordancia de 100% entre
as técnicas. Num segundo momento, uma amostra aleatéria deste total foi
submetida a caracterizacdo por eletroforese enzimatica, 33 ou 51,7% das
amostras pertencentes ao complexo L. braziliensis e 3 ou 75,0% das amostras
do complexo L. mexicana, sendo confirmadas como L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, respectivamente. Tanto o trabalho aqui apresentado como os ja
publicados, foram realizados com amostras de conveniéncia de um servigo de

referéncia, tendo limitagdes para concluir sobre a real distribuicdo das espécies
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de Leishmania nos diferentes biomas do Estado e a distribuicao natural da
enzootia. Mas, considerando-se a procedéncia diversificada dos pacientes, os
dados atuais que mostram incidéncia aproximada de 100 por cento de
Leishmania (Viannia) braziliensis no estudo, apontam para a conclusao de que

esta é a espécie dominante em MT.

5.4 ANALISE DOS DESFECHOS PRINCIPAIS - CURA E FALHA

Na andlise de intencao de tratar, foram avaliados os dados sobre desfecho
clinico principal de todos os pacientes acompanhados, independente se com
desfecho constatado ou nao, incluindo entao as perdas que passam a ser
classificadas como falhas. Apesar da propriedade metodoldgica deste conceito,
ou seja, se nao ha constatacdo da cura, deve ser considerado falha, pode-se
ter como hipotese que pacientes tratados com uma série de medicamentos e
que deixam de comparecer aos retornos agendados, mais provavelmente
tiveram cicatrizacao de suas lesdes, achando desnecessario o comparecimento.
Essa hipdtese se aplica a uma doenca como a leishmaniose que necessita de
um tratamento especializado, alcancavel somente em servicos especificos.
Numa outra doenca, o paciente poderia ndo retornar por qualquer nivel de
insatisfagcdo, indo se tratar em outro servigo. De qualquer forma, considerou-se
perda como falha num raciocinio de “pior resultado”.

Foi também realizada uma analise per protocolo, em que as quatro perdas

estdo excluidas. Os resultados dai obtidos poderiam ser considerados mais
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proximos do real para as condicdes do ensaio, considerando-se estritamente a
validade interna do estudo.

Ainda foi realizada uma andlise de tempo até a falha, por curva de
sobrevida de Kaplan-Meier. Os resultados expressam a probabilidade de se
permanecer sem falha terapéutica dentro do periodo de seguimento do estudo.
Permite a comparagao dos resultados obtidos para os dois grupos.

Em todas as andlises fica evidente que a freqléncia de falhas por
Leishvacin® é superior aquela atribuida ao Glucantime® e que esta diferenca
alcanca significancia estatistica.

A incidéncia de cura no grupo L variou de 20,1% a 21,9% segundo o tipo
de anadlise, enquanto no grupo G variou de 81,3% a 86,7%. Por qualquer
analise a probabilidade de curar utilizando o Glucantime® foi aproximadamente
4 vezes maior, enquanto o uso do Leishvacin® aumentou o risco de falhar em
325% a 487%.

Os resultados obtidos com o Glucantime® estdo de acordo com o relatado
na literatura e coincide com a experiéncia local (MARSDEN, 1985; HERWALDt,
1988; BERMAN, 1996; HUEB, 1997c; SALDANHA et al., 1999; ROMERO et al.,
2001). Mas os resultados obtidos com o imunoterapico Leishvacin® discordam
do ja publicado sobre as experiéncias do grupo de pesquisadores responsavel
pela totalidade das publicacdes.

A resposta terapéutica na leishmaniose esta condicionada a fatores como
espécie de Leishmania responsavel pela doenca, resposta individual a infeccao
e condicdes basais imunoldgicas do paciente. Outras condicdes que interferem

na resposta a qualquer tratamento para qualquer doenca, como a melhora
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clinica pela simples participacdo num protocolo de pesquisa, sdo minimizadas
num ensaio clinico como o aqui apresentado, porque os grupos de tratamento
recebem os mesmos cuidados adicionais ao tratamento especifico, sofrem as
mesmas intervencdes, recebem tratamento supervisionado e tém o mesmo
periodo de acompanhamento. Ha fatores que podem ser considerados
intervenientes e dificeis de mensurar como o risco de cicatrizacdo espontanea
que é sempre uma condicdo a ser considerada quando do tratamento
principalmente da forma cutédnea (CARVALHO et al, 1995; LEe & HASBUN, 2003;
MORIZOT et al., 2007). Os estudos anteriores utilizando o Leishvacin® como um
imunoterapico utilizaram esquemas de grande heterogeneidade quanto a dose
total final e tempo para execugao dos esquemas, por exemplo num dos
primeiros relatos alguns pacientes foram tratados por periodos tao prolongados
quanto 20 meses (MICHALIK et al., 1987; GENARO, 1996). A incidéncia da
cicatrizacdo espontédnea em condicbes de campo ndo é sequer estimada na
nossa realidade, pois estudos com placebo sao eticamente questionaveis diante
da constatacao da extensa presenca da Leishmania (Viannia) braziliensis no
pais, nas mais diversas situacdes epidemioldgicas, e considerando ser esta a
espécie associada ao desenvolvimento de formas mucosas tardias. Assim,
estudos baseados em protocolos de tratamento e acompanhamento
prolongados podem ter questionados seus resultados, visto a probabilidade
ndo controldvel de ocorréncia de cura clinica por cicatrizacdo espontanea. E
provavel que a diferenca encontrada comparando-se o resultado atual com os

resultados ja publicados seja ao menos em parte atribuivel a este fator.
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As falhas ocorreram principalmente por piora das lesdes no periodo de
acompanhamento apds a fase de uso dos medicamentos. O periodo de
observacao pos-tratamento neste trabalho coincide com o recomendado dentro
do esquema preconizado pelo MS, que tem como pressuposto o argumento
gue a maioria dos pacientes com sensibilidade a um esquema terapéutico teria
suas lesdes cicatrizadas dentro deste periodo. Numa minoria de casos,
independente do grupo de tratamento, a indicacdao do retratamento foi a
cicatrizacdo incompleta no periodo, o que pressupde uma resposta terapéutica
parcial, pois houve melhora das lesbes mas nao o suficiente. Para a maioria
gue teve a indicagcdao do retratamento por piora das lesdes, o pressuposto
plausivel seria de resisténcia total ou primaria as drogas utilizadas. Como
citado nos resultados deste trabalho, o paciente com reativagdao tinha um
padrao diferenciado quando da caracterizagao de Leishmania por PCR, e talvez
a variacao aparentemente intra-especifica ou dentro do complexo, guarde
alguma relagdao com este comportamento clinico. O material dos dois pacientes
com esta diferenciacdo, e também dos 5 pacientes que tiveram exames
negativos por esse método, serdo novamente analisados na tentativa de se
completar esta avaliagao.

A curva de sobrevida nesse contexto de um excesso de falhas no grupo de
intervencao foi analisada quanto a probabilidade de cada paciente em
acompanhamento permanecer sob o risco de curar, ou seja, ao fim do periodo
guantos ainda se mantinham nessa condicdo. Ha uma diferenca evidente no
resultado das curvas do grupo L e do grupo G, somente confirmando por outra

analise o resultado quanto aos desfechos clinicos principais. Mas esta analise
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mostra também que ha diferenca entre os grupos quanto ao tempo decorrido
até a falha, sendo esse tempo menor no grupo L. Esse dado é consistente com
o comentado sobre ser a piora da lesao a principal indicagdao de retratamento
nesse grupo (75%), pois naqueles com indicacao por auséncia de cicatrizagao,
o retratamento foi iniciado apds se completar o periodo de observacao.

Num breve detalhamento sobre o desfecho de cura, observa-se que
metade das curas do grupo G foram assim registradas até o término do
segundo més de seguimento pds-tratamento, um més antes de se completar o
periodo total. Se por um lado esse dado é uma constatacdao da boa resposta
terapéutica no grupo, por outro lado mostra que a outra metade dos casos
necessitou dos trés meses completos de seguimento para a constatacdo da
cura, reforcando as atuais recomendacdes do MS sobre o periodo adequado de
seguimento.

Em outra analise avaliaram-se possiveis associacdes entre caracteristicas
clinicas e resposta terapéutica. Numa anadlise exploratéria inicial os resultados
apontaram possiveis diferencas nas taxas de cura em relacdo ao local e
nimero de lesbes. Indicavam a possibilidade de um pior progndstico para
lesdes de membros inferiores nos pacientes do grupo L e para lesdes em maior
namero nos pacientes do grupo G. Outros trabalhos (ROMERO, 2000)
mostraram uma associacao negativa entre lesdes de extremidades inferiores e
cura, maior em relacdo ao tempo necessario para ocorrer cicatrizacao, talvez
por condicdes circulatdrias ndao favoraveis desse segmento quando comparado
a outras partes do organismo, mas também pela eventual freqiiéncia maior de

infeccOes bacterianas que atuariam como uma co-morbidade. Um dos poucos
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estudos que avaliou essa hipotética associacdo entre infeccdo bacteriana em
Ulceras de membros inferiores por LC e demora na cicatrizagdo ndao confirmou
essa relacao (LUJAN, 2000). Essa localizacdo ocorreu com maior freqiéncia no
grupo L, o que apresentou maior freqiiéncia de falhas, indicando a necessidade
de se avaliar a independéncia desse efeito do tratamento em relagdo a outras
variaveis. J& com relacdo ao numero de lesdes, a média foi maior para os
pacientes do grupo G com resultado de falha. Quando realizada a analise
multivariada, ndo se confirmou o efeito dessas caracteristicas clinicas sobre o
efeito do tratamento, apenas permanecendo o uso do Leishvacin® como fator

associado a falha.

5.5. ANALISE DOS EVENTOS ADVERSOS

O tratamento com antimoniais pentavalentes esta relacionado a uma série
de efeitos adversos. Os de maior freqiiéncia sao aqueles que nao expdem os
pacientes a condicdes de maior risco, mas se expressam por manifestacoes
clinicas subjetivas como no relato de dor articular ou muscular, entre tantos
outros. Outros efeitos adversos medidos por exames complementares
assumem importancia maior em pacientes que apresentam condicdes basais
de morbidade que podem ter acao somatdria com esses efeitos adversos. Em
decorréncia da ndo participacdo de pacientes com condicdes Obvias de co-
morbidades, tinha-se uma estimativa de baixa freqliéncia de eventos adversos
graves. De fato, nao houve condicao que indicasse interrupcao do esquema

terapéutico nos pacientes do estudo em qualquer dos grupos de tratamento.

125



Nos estudos publicados, utilizando-se o Leishvacin® no tratamento ou na
profilaxia das leishmanioses, poucos e raros efeitos adversos sao relatados
(NASCIMENTO et al., 1990; GENARO, 1996; MARZOCHI et al., 1998).

A incidéncia de eventos adversos foi diferente nos dois grupos, sempre
com o Glucantime® associado a maior diversidade e presenca desses eventos.
Numa primeira andlise descritiva para cada grupo de tratamento em separado,
observa-se no grupo L que maior diversidade de eventos esteve presente num
primeiro momento de avaliagao (D10) em relagao ao segundo momento (D20),
esse coincidente com o término da aplicagdo do medicamento. Cefaléia, dor a
aplicacdo e alteracao do sono estiveram presentes em mais de 10% dos
pacientes e nos dois momentos de avaliacdo. Uma freqiéncia mais alta e
inesperada de prurido foi registrada em D20. Uma possivel resposta
inflamatoria dependente da liberacdo de citocinas em decorréncia da aplicacao
de antigenos parasitarios poderia induzir manifestacdes clinicas inespecificas
como febre, sensacao subjetiva de mal estar, inclusive artralgia e mialgia.
Mas, de forma geral, os dados para o grupo L foram pouco consistentes para
consideracdoes sobre hipdoteses. Com relacdao ao grupo G, o quadro geral
apresentado de manifestacbes estda de acordo com outras publicacdes
(MARSDEN, 1985; SALDANHA et al., 1999; Deps et al., 2000). Importante
observar que os eventos adversos presentes em D10 e D20 estavam ausentes
ou bem reduzidos em importancia em D50, mostrando a sua transitoriedade.
Alteracao no peso € a excecao, mas parece significar apenas um tempo maior
necessario para o total retorno a normalidade. O quadro de herpes zoster

ocorreu no Ultimo dia da série de um paciente em uso de Glucantime®, e que
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era o de maior idade, considerando-se os dois grupos. O paciente apresentou
evolucao clinica satisfatéria, com regressao total das lesdes de herpes zoster e
também da lesdao de LC na consulta de D50, sem apresentar seqliela dolorosa.

A andlise comparativa da freqiéncia global de eventos adversos nos dois
grupos evidencia as diferencas sugeridas nas analises descritivas. Varias sao as
manifestacdes que incidem com diferenca significante entre os dois grupos,
todas de maior ocorréncia com o Glucantime®. Artralgia é sempre de alta
prevaléncia nas séries relatadas, mas surpreende o encontro de percentuais
tdo elevados nesse estudo, considerando a média de idade dos pacientes em
torno de 37 anos. Observa-se ainda que certas diferencas nao presentes sao
provavelmente decorrentes da amostra composta de poucos individuos por
subgrupo, como por exemplo, os sintomas relacionados ao aparelho digestivo.
Considera-se como um dado positivo o relato apenas esporadico de queixas
como palpitacdo, talvez em decorréncia das condicbes anteriormente
comentadas, baixa idade e auséncia de doencas de base.

Os efeitos adversos medidos por exames de laboratério foram analisados
por grupo de tratamento, com a finalidade de se ter uma avaliacao evolutiva
dos resultados dos exames. Optou-se pela exclusao dos resultados de D50,
apesar de efetivamente ter se executado a avaliacao nesse dia, pois naquele
momento os pacientes estavam ha um més sem aplicacdo do medicamento e
as alteragbes que ocorreram, nao mais estavam presentes. Com excecao da
dosagem de fosfatase alcalina no grupo G que se mostrou ainda elevada em
patamares semelhantes ao da avaliagao anterior em D20, o que estaria

provavelmente relacionado a presenca de depodsito do medicamento no figado
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(BERMAN, 1985). No grupo L, os exames realizados tiveram resultados sem
alteracdao no conjunto, com médias semelhantes no pré-tratamento e durante
o mesmo em duas fases distintas, meio e fim. Apenas na avaliacao dos
neutréfilos hd uma aparente tendéncia evolutiva de reducdao da contagem
dessas células, talvez sem significAncia nessa andlise em decorréncia do
tamanho da amostra. No grupo G, houve alteracao evolutiva nas dosagens de
alanina aminotransferase (ALT OU TGP) e amilase, no hematdcrito e na
contagem de leucdcitos, sem alteracdo correspondente dos neutrofilos. A
alteracdao em dosagens de enzimas hepaticas é conhecida como manifestacdo
decorrente do uso dos antimoniais pentavalentes, também relacionada a
presenca da droga no figado em proporcao nao de todo conhecida, mas que
certamente estd associada com o efeito terapéutico (SALDANHA et. al., 2000;
DEeps et al., 2000; BERMAN, 1985; BERMAN, 1988). Nessa série, apesar do citado
em relagdo ao aumento da fosfatase alcalina, nao se encontrou diferenca na
avaliacdo evolutiva. Quanto as alteracdes de células de sangue periférico, sao
também conhecidas essas alteragbes, que raramente se associam a
complicacdao clinica, sao transitérias e inconstantes em sua manifestagao
(BRACONIER & MIORNER, 1993; Berman, 1988; Berman 1996). Observa-se aqui
qgue as alteragbes nessa fase relatada nao se associaram a manifestagao
clinica, mesmo com relacdo a elevacdao da amilase, essa transitdria, ja
regredindo durante o uso do medicamento e nao relacionada a eventos
adversos do aparelho digestivo medidos por observacdao clinica, como ja
mostrado em outros estudos (HUEB et al., 1998; SALDANHA et al. 2000; LAWN et

al., 2006).
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Conclui-se pelos resultados obtidos nesse estudo que a intervengao
realizada utilizando-se o Leishvacin® na imunoterapia da leishmaniose cutinea
nao encontrou os resultados esperados segundo a proposta inicial do estudo e
ndao confirmou os resultados anteriormente relatados na literatura. Ha
hipbteses a serem consideradas para essa diferenca, dentre elas a
possibilidade de incidéncia de cicatrizacdo espontanea naqueles grupos
anteriormente avaliados, pois 0os esquemas utilizados eram muito prolongados,
e esse fator ndo avaliado pode ter contribuindo para as taxas de cura clinica
observadas. Mas também é possivel que taxas maiores de cura clinica possam
ser obtidas com propostas terapéuticas de uso mais prolongado da
imunoterapia, por caracteristicas préprias dessa modalidade terapéutica,
condigcao nao avaliada no estudo atual. Deve-se ponderar, se considerada esta
uma hipotese aceitavel, se haveria interesse em se testar um esquema para
uso por tempo indeterminado, a depender da resposta individual.

A taxa de cura obtida com o uso do Glucantime® no grupo de comparacdo
mostrou-se dentro de padrdoes conhecidos e que podem ser considerados
adequados para um tratamento de primeira linha. Mas, a preocupacao que
cerca o uso dos antimoniais permanece como uma condigao estimuladora para
o desenvolvimento de estudos de avaliacdo de alternativas terapéuticas. Nao
se modificou a condicdo existente, ou seja, o medicamento hoje disponivel é
de uso parenteral e relativamente prolongado, considerando-se a necessidade
de comparecimento a servicos de saude. E também associado frequentemente

a eventos adversos, potencialmente de risco para uma parcela de pacientes
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ndo abordados nesse estudo, mas sempre presentes em casuisticas nado
restritivas, representados, por exemplo, por pacientes com idade avancada e
condigdes de co-morbidade. Observa-se que nas condigdes aqui relatadas de
uso do antimonial, ndao se registrou qualquer evento adverso considerado
grave.

Considerando os resultados satisfatérios obtidos em outros estudos e
discordantes do aqui apresentado, é possivel que em condigdes muito
particulares a imunoterapia pudesse ser testada, como na contra-indicagao ao
uso dos antimoniais ou nas situacdes de imunossupressao associada. Na
perspectiva atual, ndo ha evidéncias que justifiquem seu uso nem mesmo nas

condigOes citadas.
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6. CONCLUSOES

A taxa de cura obtida com o uso do Leishvacin® foi inferior a taxa de cura

estimada para realizagao do estudo.

A taxa de cura obtida com o uso do Leishvacin® foi inferior a obtida com o

uso do Glucantime® em todas as andlises realizadas.

Com relacdo a toxicidade, o esquema utilizado com o Leishvacin®
mostrou-se seguro e a freqliéncia de eventos adversos foi menor no grupo de
pacientes em uso do Leishvacin® quando comparado ao grupo com

Glucantime®.

Pelos resultados aqui relatados, certamente o uso do Leishvacin® ndo
estaria indicado para o tratamento da leishmaniose cutdnea como uma droga

de segunda linha dentro das alternativas terapéuticas que o MS disponibiliza.

Esses resultados sao validos para cendrios de ocorréncia de LC com

padrdo epidemiolégico semelhante, ou seja, predominio em pacientes

masculinos, jovens, com LC localizada por Leishmania (Viannia) braziliensis.

131



7. RESUMO

O antimonial pentavalente, indicado como tratamento de escolha para a
leishmaniose tegumentar americana (LTA), € um medicamento eficaz, mas de
toxicidade elevada. A resposta imune estabelecida pelo homem diante de uma
infeccao por Leishmania é fator determinante para a evolucdao dessa infecgdo.
Assim, pode ser considerada de interesse a avaliagao de uma modalidade de
tratamento capaz de induzir uma resposta imune associada a regressdo de
lesGes e protecdo, o que por hipdtese poderia ocorrer com a estimulacao
antigénica resultante do uso de uma vacina antileishmaniose. Estudos
relatados com uma vacina produzida no Brasil, inicialmente avaliada para a
profilaxia da LTA e posteriormente para a terapia da doenca, mostraram
resultados satisfatorios. Nesses trabalhos, o uso do Leishvacin® associou-se a
taxas de cura semelhantes as obtidas com os antimoniais, mas sempre se
utilizando esquemas prolongados, nos quais as séries eram varias vezes
repetidas. Com a proposta de se avaliar a eficacia do uso do Leishvacin® como
imunoterapia na leishmaniose cutanea, conduziu-se um ensaio clinico
controlado e randomizado, aberto em decorréncia da diferenca das vias de
administragdo dos medicamentos em comparacao. Considerou-se como
essencial que o esquema terapéutico a ser utilizado fosse aplicavel em
situacOes habituais de assisténcia aos pacientes com LTA. A amostra
inicialmente planejada foi modificada apds uma analise intermedidria que
mostrou resultados conclusivos quanto ao desfecho, nao havendo justificativa
ética para a continuidade do estudo. Foram tratados 34 pacientes com

Leishvacin® e 32 pacientes com Glucantime® em série Unica de 20 dias, com
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administragdo diaria supervisionada dos medicamentos. Eram na maioria do
sexo masculino (92,4%), com idade variando de 20 a 50 anos (72,7%). Todos
tiveram algum exame parasitologico positivo, 92,2% com identificacdo do
parasito por PCR, todos pertencentes ao complexo Viannia. Os pacientes foram
avaliados quanto ao desfecho principal cura ou falha terapéutica ao final da
série e a cada 30 dias, com tempo maximo de 90 dias de observacdo apds a
medicacdo. Numa anadlise de intencdo de tratar, apresentaram cura clinica
20,6% dos pacientes do grupo do Leishvacin® e 81,3% dos pacientes do grupo
do Glucantime® (p<0,001). O risco relativo de apresentar falha foi 4,25 vezes
maior no grupo do Leishvacin® e a média de tempo para a ocorréncia de falha
terapéutica foi de 12,3 semanas (11,4; 13.3) e de 14,5 (13,6; 15,1) nos
grupos do Leishvacin® e do Glucantime®, respectivamente. O efeito do
tratamento manteve-se como significante apds ajuste numa analise de
regressdo logistica. O uso do Leishvacin® esteve associado a uma freqiiéncia
baixa de eventos adversos sistémicos. O uso do antimonial associou-se a
freqiéncia elevada de artralgia e mialgia, sintomas digestivos e confirmou a ja
relatada tendéncia de elevacdo da amilase sérica e enzimas hepaticas. Nao
houve indicacdo de interrupcdo dos esquemas terapéuticos para pacientes do
estudo. O Leishvacin® ndo se mostrou como uma alternativa de tratamento da
leishmaniose cutdnea localizada no esquema e dose utilizados no presente

ensaio clinico.
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8. SUMMARY

Pentavalent antimonial is the first-choice drug for the treatment of American
tegumentary leishmaniasis (ATL) but it causes relevant toxicity. The immune
response established by the host constitutes a determinant factor for the
evolution of this infection. Thus, it is an important goal to evaluate alternative
treatments that could induce lesion healing, hypothetically, this situation would
be achievable through the use of anti-leishmanial vaccination. Some reports
on studies carried out with a vaccine produced in Brazil, used as a prophylactic
or therapeutic against leishmaniasis, had shown good results. In those reports,
cure rates with Leishvacin® were similar to the cure rates observed with
pentavalent antimonial treatment, but the patient exposure to Leishvacin® was
longer and repeated compared to the the exposure to antimonial. To evaluate
the effectiveness of the use of the Leishvacin® as imunotherapy for cutaneous
leishmaniasis, we conducted an open-label controlled randomized clinical trial,
considering the difference in the administration route of Leishvacin® and
Glucantime®. It was considered essential to evaluate a feasible schedule to be
used in common health-care facilities which take care of the patients with ATL.
An interim analysis supported the interruption of the study because of a clear
inferiority observerd in the immunotherapy arm. Thirty-four and thirty-two
patients were submitted to Leishvacin® and Glucantime® treatment,
respectively, in only one series of 20 days, with supervised daily
administration. The patients were mainly male (92.4%), with age range from
20 to 50 years (72.7%). All had had confirmation of the diagnosis based on

parasitological tests, 92.2% with identification of the parasite by the PCR
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assay. All identified parasites belong to the Viannia complex. Main outcomes
were diagnosed by clinical criteria at the end of the treatment series and every
30 days thereafter. The total follow-up after treatment was three months.
Intention-to-treat analysis showed cure rate of 20.6% in the Leishvacin® group
and of 81.3% in the Glucantime® group (p<0.001). The relative risk of failure
was 4.25 times higher in the Leishvacin® group and the mean time-to-failure
were 12.3 weeks (11.4; 13.3) and 14.5 (13.6; 15.1) for Leishvacin® and
Glucantime®, respectively. The effect of the treatment remained significant
after adjusting by relevant co-variates in a logistic regression model. The use
of Leishvacin® was associated with a low frequency of systemic adverse
events. Glucantime® group showed higher frequency of arthralgia and myalgia,
dyspeptic symptoms and abnormal serum amylase and hepatic enzymes levels
without clinical symptoms. There was no need of Glucantime® interruption
because of adverse events. Concluding, our results with Leishvacin® do not
suggest that it could be an alternative against cutaneous leishmaniasis in the

treatment schedule and dose used in the present trial.
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ANEXO 1

Relacdo dos casos de leishmaniose tegumentar por municipio de Mato Grosso, com
a respectiva populacao e coeficiente de deteccao de casos (por 100 mil hab).

Municipio
Acorizal

Agua Boa

Alta Floresta

Alto Araguaia

Alto Boa Vista

Alto Gargas

Alto Paraguai

Alto Taquari
Apiacas
Araguaiana
Araguainha
Araputanga
Arendpolis
Aripuand

Baréo de Melgago
Barra do Bugres
Barra do Gargas
Bom Jesus do Araguaia
Brasnorte

Caceres
Campinapolis
Campo Novo do Parecis
Campo Verde
Campos de Julio
Canabrava do Norte
Canarana

Carlinda
Castanheira
Chapada dos Guimaraes
Claudia

Cocalinho

Colider

Colniza

Comodoro
Confresa

Conquista D'Oeste
Cotriguacu

Cuiaba

Curvelandia

Denise

Diamantino

Dom Aquino

Feliz Natal
Figueirépolis D'Oeste
Gaucha do Norte

2004 2005 2006
Casos POP CD*|Casos POP CD*| Casos POP co*
0 6.023 0,0 2 6.137 32,6 1 6.194 16,14
7  14.808 47,3 14 14847 943 9 14.865 60,54
55 47146 116,7 42 47.236 88,9 30 47.281 63,45
11 11.667 94,3 17  11.812 1439 16  11.884 134,63
32 3.959 808,3 28 4359 642,3 40 4565 876,23
1 8.342 12,0 1 8.345 12,0 0 8.348 0,00
12 7012 1711 8 6.147 130,1 4 5.704 70,13
6 5067 1184 0 5.395 0,0 5 5.556 89,99
11 6.478 169,8 14 6.378 219,5 16 6.328 252,84
7 3.435 203,8 4 3.451 1159 2 3.464 57,74
2 1.330 150,4 2 1.305 153,3 0 1.304 0,00
9 14128 63,7 7 14374 487 7 14502 48,27
14  10.816 1294 8 10.389 77,0 4  10.167 39,34
69 16.992 406,1 75 18568 403,9 49 19373 252,93
0 6.801 0,0 0 6.318 0,0 0 6.073 0,00
34 30431 111,7 18 31.923 56,4 12  56.854 21,11
33  54.704 60,3 45 56.125 80,2 64 32747 195,44
8 4261 1877 8 4554 1757 20 4703 425,26
90 11.268 798,7 20 12.057 165,9 62 12463 497,47
32 86.430 37,0 17 89.055 19,1 17 90.392 18,81
12 12.663 94,8 82 12796 640,8 49 12868 380,79
38 22532 168,6 12 25.203 47,6 7  26.562 26,35
13 21.780 59,7 20 24267 824 15 25532 58,75
3 3.650 82,2 4 4.052 98,7 7 4262 164,24
13 5832 2229 39 6.298 619,2 67 6.532 1025,72
19 17564 108,2 33 18.733 176,2 24 19329 124,17
16 10526 152,0 20 9.558 209,2 11 9.064 121,36
30 7.314  410,2 41 7.057 581,0 23 6.921 332,32
10  16.954 59,0 14 17.607 79,5 12 17942 66,88
45 11.048 407,3 17 11.727 1450 46 12,072 381,05
0 5.373 0,0 1 5.397 18,5 0 5.402 0,00
27  27.330 98,8 19 26.940 70,5 3 26.736 11,22
181  12.407 1458,9 141 13563 1039,6 278 14148 1964,94
52 17515 296,9 26 18.857 137,9 38 19539 194,48
25 23.737 105,3 31 26958 115,0 35 28597 122,39
0 2.783 0,0 0 2.892 0,0 4 2946 135,78
78 10919 714,44 99 12694 779,9 81 13393 604,79
4 516.00 0,8 6 533.80 1,1 8 54285 1,47
4.767 21,0 1 4.902 20,4 0 4.970 0,00
8.573 0,0 1 9.182 10,9 3 9.488 31,62
16 19.623 81,5 21 20.198 104,0 18  20.486 87,86
0 8.279 0,0 3 8.202 36,6 1 8.168 12,24
85 8208 1024,3 55  9.133 6022 44 9557 460,40
0 3.867 0,0 0 3.627 0,0 1 3.506 28,52
9 5.160 174,4 18 5463 329,5 9 5.622 160,09
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General Carneiro
Giléria D'Oeste
Guaranta do Norte
Guiratinga
Indiavai

ltalba

Itiquira

Jaciara

Jangada

Jauru

Juara

Juina

Juruena
Juscimeira
Lambari D'Oeste
Lucas do Rio Verde
Luciara
Marcelandia
Matupa

Mirassol d'Oeste
Nobres
Nortelandia

Nossa Senhora do Livramento

Nova Bandeirantes
Nova Nazaré

Nova Brasilandia
Nova Canaa do Norte
Nova Guarita

Nova Lacerda

Nova Santa Helena
Nova Marilandia
Nova Maringa

Nova Monte Verde
Nova Mutum

Nova Olimpia

Nova Ubirata

Nova Xavantina
Novo Horizonte do Norte
Novo Mundo

Novo Séo Joaquim
Paranaita
Paranatinga

Novo Santo Antbnio
Pedra Preta

Peixoto de Azevedo
Planalto da Serra
Poconé

Pontal do Araguaia
Ponte Branca

Pontes e Lacerda
Porto Alegre do Norte

14

115

4.358
2.910
31.267
11.791
2.063
6.169
9.683
25.826
7.909
12.569
33.719
38.846
6.234
12.513
4.035
24.434
2.252
16.745
11.724
22.679
15.335
6.101
12.809
8.512
1.987
5.135
11.241
5.566
4.452
3.471
2.750
4.080
7.955
16.666
17.133
6.804
17.560
3.202
5.824
8.329
9.463
15.611
1.179
14.579
21.671
2.927
31.143
4.179
1.997
40.071
9.085

321,2
0,0
188,7
42,4
0,0
453,9
62,0
11,6
25,3
0,0
213,5
296,0
577.,5
87,9
49,6
131,0
0,0
322,5
93,8
52,9
26,1
196,7
93,7
340,7
100,7
233,7
329,2
53,9
292,0
259,3
872,7
1372,5
163,4
282,0
46,7
881,8
153,8
343,5
85,9
1441
158,5
339,5
84,8
20,6
175,3
0,0
0,0
23,9
50,1
37,4
55,0

11

116

87

33

78
20

© O

45

17
10

11
56
23
24

69
19
10

10
18
27

w o

74

A O N O WOo

4.377
2.668
32.941
11.322
2.077
6.383
9.950
26.929
8.326
12.799
35.341
39.298
6.216
12.760
3.704
27.221
2.122
17.995
11.960
22.644
15.531
5.476
13.175
9.368
1.991
4.787
11.092
5.514
4.673
3.602
2.845
4.151
8.570
18.328
18.744
7.432
17.408
3.039
6.278
8.735
9.034
15.754
1.173
15.108
19.225
2.954
31.348
4.417
1.955
41.632
9.335

251,3
37,5
209,5
44,2
0,0
423,0
30,2
11,1
0,0
15,6
206,6
295,2
1399,6
7,8
0,0
121,2
0,0
433,5
167,2
22,1
32,2
164,4
38,0
480,4
0,0
125,3
153,3
181,4
128,4
138,8
386,6
1349,1
268,4
130,9
42,7
928,4
109,1
329,1
95,6
114,5
199,2
171,4
0,0
19,9
384,9
0,0
9,6
181,1
102,3
21,6
150,0

10

4.384
2.540
33.791
11.084
2.080
6.488
10.083
27.494
8.544
12.755
36.166
39.524
6.419
12.889
3.534
28.645
2.053
18.634
12.079
22.623
15.630
5.157
13.360
9.799
1.997
4.607
11.015
5.490
4.790
3.672
2.888
4.187
8.881
19.180
19.564
7.746
17.331
2.951
6.509
1.172
8.944
8.810
15.833
15.375
17.980
2.964
31.450
4.535
1.935
42.428
9.463

843,98
39,37
91,74

207,51

0,00

462,39

128,93
14,55
46,82
54,88
41,48

184,70

529,68
62,07

0,00
115,20
0,00
397,12
231,81
4,42
70,38
19,39
7,49
265,33
0,00
43,41

236,04
18,21

229,65

136,17

311,63

1767,38

146,38

135,56
30,67

877,87
69,24

440,53

199,72

0,00
89,45

102,16

290,53
71,54

216,91
33,74

6,36

132,30

103,36
37,71

105,67
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Porto dos Gauchos
Porto Esperididao

Porto Estrela

Poxoréo

Primavera do Leste
Queréncia

Reserva do Cabagal
Ribeirdo Cascalheira
Ribeirdozinho

Rio Branco
Rondolandia
Rondonépolis

Rosario Oeste

Santa Cruz do Xingu
Salto do Céu

Santa Rita do Trivelato
Santa Carmem

Santo Afonso

Santa Terezinha

Santo Ant6nio do Leste
Santo Ant6nio do Leverger
Séo Félix do Araguaia
Séo José do Povo

Sao José do Rio Claro
Sao José do Xingu
Sao José dos Quatro Marcos
Sao Pedro da Cipa
Sapezal

Serra Nova Dourada
Sinop

Sorriso

Tabapora

Tangara da Serra
Tapurah

Terra Nova do Norte
Tesouro

Torixoréu

Unido do Sul

Vale de Sao Domingos
Varzea Grande

Vera

Vila Bela da Stsma. Trindade
Vila Rica

(Ipiranga do Norte)
(Itanhanga)

TOTAL

—_

- -
- 00 - O 0o O O1 = 01 N W

[¢)]
o o O

-
[o) Ne]

150
119

274
15

6.156
10.572
4.369
18.470
50.939
9.005
2.006
7.518
2.203
4.833
3.813
160.97
18.195
1.283
3.566
1.482
4.046
2.479
6.538
2.064
15.445
9.321
3.105
13.668
6.052
18.753
3.582
10.490
1.193
90.551
43.838
14.214
66.230
13.279
12.494
2.554
4.479
5.091
3.472
236.93
10.394
13.867
18.062

422,4
28,4
45,8
75,8
82,5
99,9
49,9

212,8
90,8
20,7
78,7
10,6
27,5
77,9

140,2

404,9

346,0

242,0

229,4

0,0
6,5
85,8
32,2
402,4
132,2
0,0
0,0

152,5

502,9

165,7

271,5
70,4
66,4

534,7

112,1

156,6
22,3

432,1

0,0
1,7

259,8
28,8
83,0

2868 2.697.71 1855*

1458,9**

N N w
W w oo

-
N OO OO 01O NO NDO

w -t N =
O = © oo N P~ O

11

6.422
10.877
4.186
17.619
56.981
9.950
1.791
7.632
2.323
4.688
4.166
166.82
17.833
1.412
3.081
1.688
4.291
2.271
6.683
2.166
15.471
9.259
3.124
14.178
6.680
18.239
3.620
11.926
1.295
99.121
48.325
16.054
70.258
7.486
11.848
2.239
4.286
5.581
3.280
248.72
11.126
14.531
19.418

2868- 2.796.54

498,3
0,0
119,4
130,5
40,4
60,3
11,7
78,6
301,3
0,0
120,0
9,0
28,0
424.,9
0,0
710,9
582,6
176,1
29,9
277,0
32,3
205,2
32,0
211,6
164,7
0,0
55,2
75,5
386,1
166,5
231,8
112,1
32,7
975,2
202,6
312,6
70,0
430,0
0,0
0,8
4494
27,5
139,0

192,3*
1399,6™*
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0
0

6.559
11.037
4.097
17.186
60.059
10.424
1.679
7.693
2.389
4.616
4.344
169.81
17.679
2.776
1.482
4.410
1.763
6.759
2.162
2.216
15.474
9.227
3.142
14.432
6.999
17.981
3.639
12.657
1.344
103.86
50.617
16.993
72.309
7.742
11.517
2.084
4.193
5.834
3.338
254.73
11.498
14.860
20.107
2.234
4.337

2751 2857.02

304,92
18,12
97,63

285,12
59,94
38,37

119,12
64,99

125,58

0,00

253,22
10,01
11,31
36,02

674,76

430,84

623,94
88,77

231,27

361,01

6,46
195,08
0,00
540,47
114,30
0,00
0,00
55,31

818,45

157,89

124,46

105,93
34,57

322,91
86,83

239,92
95,40

291,40

0,00
1,57

269,61
26,92
84,55

0,00

0,00
189,19*
1964,94**

* Média do coeficiente de detecgao no Estado; **Coeficiente de detecgdo maximo no Estado
# Coeficiente de detecgéo = casos por 100 mil habitantes
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
FOLHA DE INFORMACAO

O senhor (a) tem uma doenca chamada Leishmaniose que também é
conhecida como “ferida brava”, “leishi” ou “pereba”, que no seu caso provocou
esta(s) ferida(s) na pele. No Brasil, o medicamento fornecido pelo Ministério da
Saude para tratar esta doenca é o Glucantime®. Entretanto, existe a necessidade
de se buscar novas alternativas, uma vez que o Glucantime® pode causar uma
série de problemas para quem o utiliza, tais como: dor nas juntas, dor no corpo,
falta de apetite e, em alguns casos, problemas no coracado, figado, rins e
pancreas.

Um grupo de pesquisadores deste Servico de Referéncia para
Leishmanioses, autorizados pelo Ministério da Saude/ FUNASA, esta realizando
um estudo para avaliar os resultados com um novo tipo de tratamento, utilizando
uma vacina chamada Leishvacin®. Este produto ja foi utilizado anteriormente em
alguns lugares do Brasil, quase sempre com bons resultados e com poucos efeitos
colaterais, podendo ocorrer dor leve no local da aplicagéo.

Para realizacdo deste estudo é necessario fazer exames de rotina de
sangue e do coracao, ou seja, 0S mesmos exames que noés utilizamos para
acompanhar os pacientes em uso do Glucantime®. Estes exames serio realizados
antes, durante e apds o término do tratamento, num total de 4 coletas de sangue e
3 exames do corag¢do, no minimo, para ter certeza de que nao ocorreu nenhum
problema pelo uso da vacina.

Este novo tratamento somente podera ser utilizado com a sua autorizagao,
que sera dada através da assinatura de um papel que registrara o seu
consentimento. Qualquer problema que o senhor (a) vier a ter sera prontamente
atendido no Posto Médico ou Hospital de Referéncia. O senhor (a) esta livre para
sair do grupo de tratamento quando desejar, sendo que isso nao ira prejudicar o
seu atendimento no posto médico ou hospital de referéncia.
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Termo de Consentimento Pds - Informacao

Eu, , abaixo assinado,

apos ser esclarecido e entender as explicacées que me foram dadas, concordo
voluntariamente em realizar exames de sangue e do coragao, e permitir que sejam
feitos exames da ferida, para poder iniciar o tratamento com o medicamento.
Concordo em ser tratado com o Glucantime® ou o Leishvacin®, usado para
tratar a ferida e que esta sendo avaliado por este grupo de pesquisadores e pelo
Ministério da Saude do Brasil/ FUNASA.
Sei que em qualquer momento poderei escolher abandonar o estudo sem

que isto atrapalhe o0 meu acompanhamento médico neste servico.

Paciente ou Responsavel:

Registro do Paciente:

Data:

Assinatura do Pesquisador:

Local e telefone para contatar o pesquisador, em caso de necessidade:
e Local:
e Telefone:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
ANEXO 3 HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER
i Protocolo de atendimento de pacientes com LC, incluidos no ensaio clinico
FICHA CLINICA AVALIACAO DA EFICACIA DO LEISHVACING NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA
ENTREVISTADOR: Data / /
I - IDENTIFICACAO E DADOS EPIDEMIOLOGICOS (1-12)
N.° de ordem (o mesmo da ordem de entrada no banco de dados) Registro:
Nome:
Enderego:
1.Municipio Res: 2.UF1 Fone
3. Idade: anos
4. Sexo: ( ) IMasculino () 2Feminino
5. Cor/Etnia: ( )lbranca ( ) 3.negra () b5.indigena
() 2.parda () 4.amarela
6. Relagdo da infecgdo com: ( ) ltrabalho ( ) 2lazer () 3outros
7. Ocupagdo a época do contdgio: () llavrador () Bsitiante/fazendeiro
() 2vaqueiro () 6lavoura/mata (nivel médio)
() 3garimpeiro () 7lavoura/mata (nivel superior)
() 4desmatador () 8outros
8. Profissdo principal:
Naturalidade:
Cidade: UF:
9. Residéncia a época do contdgio |( ) 1Urbana () 2Rural () 3Assentamento
10. Provavel local de contdgio: () lfazenda/sitio () 2gleba-assentamento
() 3outro
11. Municipio do contdgio
12UF2
IT.b DADOS CLINICOS DA(S) LESAO(GES) (13-24) 5
13. Tempo de inicio dos sintomas meses
14. ULCERA: ( )isim ( )2ndo ( )99INA
Caracteristicas ( ) lelevada () 2plana ( )99NA
15. Borda
16. Sensibilidade () 1dolorosa () 2indolor ( )99NA
17. Fundo () limpo,granuloso ( ) 2com exsudato ( ) 99NA
18. OUTROS TIPOS DE LESAO |( ) Ipapular () 2verrucosa ( ) 3vegetante
( )4placa () 99NA
19. Nimero de lesdes (em negrito) |( )11 ( )22 ( )3.3-4 ( )45-6
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20. Localizagdo das lesdes () 1Face ( )4Tronco

(assinalar quantas necessdrias) () 20relha ( )5MMss
() 3Pescogo ( )6MMII
21. Tamanho da lesdo (se les6es 1, X cm 2. X cm 3. X cm

multiplas, detalhar as 3 maiores)

LOCALIZACAO ﬁ

DAS LESGES: A

Um X para
cada lesdo

22. Alteragdes associadas | () llinfadenite/linfangite () 2pdpulas satélites

23. Forma clinica ( ) 1lulcerada ()4 verrucosa ( )7 infiltrativa
()2 dlcero-crostosa ()5 vegetante ( ) 8outra
() 3 dlcero-vegetante ( )6 impetigdide

6 24. Curativos no|7 ( ) luso de plantas ( ) 2 uso de fdrmacos (

domicilio o s
mictl ) 99ndo utiliza

TECNICAS DE DIAGNOSTICO ESPECIFICO (25-35)

25. Intradermorreacdo (IRM) |1 () <5 mm de didgmetro
N 2. () 5-15 mm de diagmetro
Inoculagdo: 3. () >15 mmde diagmetro
/ / 99.( ) ndo realizada Didmetro mm
Leitura:
/ /
26. Flicténula 1.( )sim 2.( )ndo 9. ( )Ignorado
27. Raspado L( )pos. 2.( ) neg. 99.( )NR
28. Aspirado L( )pos. 2.( ) neg. 99.( )NR
29. Imprint L( )pos. 2.( ) neg. 99.( )NR
30. Cultura de raspado L( Jpos. 2.( ) neg. 99.( )NR
31. Cultura de aspirado L( )pos. 2.( ) neg. 99.( )NR
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32. Cultura de fragmento

1.( )pos. 2.( ) neg. 99.( )NR

33. Histopatoldgico

1.( )pos. 2.( )sugestivo 3.( )inesp. 99.( )NR

34. Material bioldgico

1. ( ) fragmento Data / /

armazenado 2.( )cultivo Data / /
em criotubo
35. Espécie identificada 1Isoenzimas
2PCR
TRATAMENTO (36-43)
36. Data de inicio: em / /
37. Peso do kg
paciente
LEISHVACIN®
38. Prescrigdo 1.( ) sim 2.( ) ndo
GLUCANTIME®
Quantidade/dia ml/ dia EV
39. Dose mg/kg/dia (o mais proximo de 15 mg/Kg/dia)
40. Efeitos adversos |1 () artralgia 9 ( ) fraqueza 17 ( ) tontura
Data: __/__/ 2 () miadlgia 10 ( ) Mlapetite 18 ( ) nervosismo
D_ 3 ( ) cefaléia 11 ( )pirose 19 ( ) flebite
4 () febre 12 ( ) nduseas 20 () palpitagdo
@Re"m espontdneo |5 () dor aplicagdo 13 ( ) vOmitos 21 ( ) h. zoster
6 ( ) eritemaaplic. 14 ( )plenitude 22 () dor abdom.
@ Se questionado |/ () prurido 5 ( )V Mpeso 23 ( )insuf. renal
8 ( ) insdnia/sonol. 16 ( )edema 24 () outro
41. Efeitos adversos |1 () artralgia 9 ( ) fraqueza 17 ( ) tontura
Data: __ /_/ 2 () mialgia 10 ( ) MVapetite 18 ( ) nervosismo
D_ 3 ( ) cefaléia 11 ( )pirose 19 ( ) flebite
4 ( ) febre 12 ( ) nduseas 20 () palpitagdo
e Relato espontneo 5 ( ) doraplicagdo 13 ( ) vomitos 21 ( ) h. zoster
6 ( ) eritemaaplic. 14 ( )plenitude 22 () dor abdom.
e Se questionado 7 () prurido 15 ()Y Mpeso 23 ( ) insuf. renal
8 ( ) insdnia/sonol. 16 ( )edema 24 ( )outro
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42. Efeitos adversos|1 ( ) artralgia 9 ( ) fraqueza 17 ( ) tontura
Datai__/__ /|2 ( ) mialgia 10 ( ) MVapetite 18 ( ) nervosismo
D_ 3 ( ) cefaléia 11 ( )pirose 19 ( ) flebite
4 ( ) febre 12 ( ) nduseas 20 () palpitagdo
Re"m espontdneo |5 () dor aplicacdo 13 ( ) vdmitos 21 () h. zoster
6 ( ) eritemaaplic. 14 ( )plenitude 22 () dor abdom.
e Se questionado |7 () prurido 15 ( )Y Mpeso 23 () insuf. renal
8 ( ) insdnia/sonol. 16 ( )edema 24 ( )outro

Efeitos adversos, se presentes, nos retornos de 80°. e 110°. dias
Dia ( /__/ )

Dia _/__/ )

43. Série concluida | 1( )simem__/__/ 2( )ndo 9 ( )ignorado

RESPOSTA AO TRATAMENTO (44-47)

44 Fim da série ( )lcuraclinica ( )2 melhora |LEsAC:
() 3 sem melhora ( )9 ignorado

45. 1 més apés ( )lcuraclinica ( )2 melhora |LEsAo:
D () 3 sem melhora ( )9 ignorado

46. 2 meses apés ( )lcuraclinica ( )2 melhora |LEsAo:
D () 3 sem melhora ( )9 ignorado

47. 3 meses apos ( )1lcuraclinica ( )2 melhora LesAo:
D_ () 3 sem melhora ( )9 ignorado

FALHA TERAPEUTICA (48-65)

Outra série
48. Data de inicio: / /

49. Justificativa: () lcicatrizagdo incompleta apds 3 meses
() 2piora clinica antes dos 3 meses

50. Esquema terapéutico (' )Antimoniato de Meglumina () Outro
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I. BIOQUIMICA

DATA 51Uréia 52Creat 53T60 54TGP 55 F. Alc 56Amilase

1 Dia O 1( ) |« ) |« ) |« ) K ) | X )

2 Dia 10 | 2( ) & ) & ) & ) |« ) |« )

3 Dia 20 3( ) 3( ) 3( ) 3( ) 3( ) 3( )

4Dia50 [4C ) |4 ) |4 ) |4 ) [4aC ) [« )

II. Ec6

Exame Realizado Resultado

Dia O Sim( ) Ritmo ( )R ( )I T()SAC)A(CPCII
Ndo () FC Eixo QTc ST

Dia 10 Sim( ) Ritmo ( )R ( )I T()SA()A( P
Ndo ( ) FC Eixo QTc ST

Dia 20 Sim( ) Ritmo ( )R ( )I T()SAC)A(CPCII
Ndo ( ) FC Eixo QTc ST

Dia 50 Sim( ) Ritmo ( )R ( )I T()SAC)A(CPCII
Ndo ( ) FC  Eixo QTc ST

*SA- sem alteragdes; A- achatada; P- plana; I- invertida

IIT. HEMOGRAMA

Exame / Dia O Dia 10 Dia 20 Dia 50

Data A A A A A A A A A /.

Hb 1( ) 2( ) 3( ) A )

Htc

VCM

CHCM

58Leucécitos | 1( ) 2( ) 3( ) 4( )

59Neutréfilos | 1( ) 2( ) 3( ) 4( )

Linfocitos

60Eosinéfilos | 1( ) 2( ) 3( ) 4( )

Monécitos

61Plaquetas | 1( ) 2( ) 3( ) 4( )

Reticuldcitos

Outros
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ANEXO 4 - Cronograma de Atividades no Cadastramento e Seguimento dos Pacientes

POS - TRATAMENTO

TRATAMENTO PRIMEIRO MES |SEGUNDO MES | TERCEIRO MES
DIAO DIA 10 DIA 20 DIA 50 DIA 80 DIA 110
* Cadastramento do * Controle do * Controle do * Avaliagdo da * Avaliagdo da * Avaliagdo da
paciente tratamento e da tratamento e da evolugdo clinica evolugdo clinica evolugdo clinica

* Preenchimento da ficha
clinica

* Limpeza, medida,
descrigdo e fotografia da
lesdo

* Leitura da IRM

* Anestesia da lesdo

* Andlise de resultados de
procedimentos: Esfregago,
Bidpsia

* Anotagdo de resultados
de exames de laboratério
e ECG (baseline)

* Inicio do tratamento

evolugdo clinica

* Avaliagdo dos
efeitos colaterais

* Limpeza, medida e
descrigdo da lesdo

* ECG

* Coleta de sangue
para exames de
laboratério

evolugdo clinica

* Avaliagdo dos efeitos
colaterais

* Limpeza, medida e
descrigdo da lesdo

* ECG

* Coleta de sangue para
exames de laboratdrio

* Coleta de sangue
para exames de
laboratério em
caso de alteragdo
anterior.




ANEXO 5

B
A
LB
f B
{ B
— S
E Ve . z
L
1 F Ty
? r 4
b f r 4
L ) |
—_— i § |
3 B . # Nordeste B
' Mato-lLrossense [ T ——
" bt |
1 N 4
rd AN &
g 1 =
I & I
= | r
b [} ' [ 4
[anT o I B QP 1 f -~
L ¥ o "leah s 7 1 ]
y  Sudoeste P = L e N
_IMato-Grossensed > W =
) ]

L,

ERI i
' )g’ A

Ll

3 casos

Mesorregidao Sudoeste

m .
\ - m
: N
15
1 X i Q=S 1% -
_ = = & Copyright 2000-2001
‘W 13 @@ W, vrwr brasil channel. cam.be-
17 wnupws barazil chiarvel .combr
2 361, 7h9r11 — __

s B
o f"/i >
7

oy
/ons
s
O)

1
19 E -
a
N S T
1 J ~ ey
20 @ Copyright 2000-2001 L%
e brasilchannel com.br )
wunr brazil channel .com.br (@
]

%
;

51l

Mesorregidao Sudeste

Mesorregidao Centro-Sul

| Fonte www.brazilchannel.com.br |

Mesorregioes de Mato Grosso, com representacdo de procedéncia dos pacientes do

estudo.



ANEXO 5

Relacdo dos municipios do Estado de Mato Grosso dos quais procederam 58 pacientes incluidos no
estudo, com a respectiva freqliéncia de casos e coeficiente de incidéncia de leishmaniose tegumentar.

2004-2006.
Numero de pacientes Coeficientes de deteccdo’ de

Municipios incluidos no estudo leishmaniose tegumentar

n % 2004 2005 2006
Brasnorte 1 1,72 558,7 798,7 497,5
Caceres 1 1,72 37,0 19,1 18,8
Campo Verde 4 6,89 59,7 82,4 58,8
Chapada dos Guimaraes 5 8,62 59,0 79,5 66,9
Cuiaba 1 1,72 0,8 1,1 1,5
Diamantino 2 3,45 81,5 104,0 87,9
Dom Aquino 1 1,72 - 36,6 12,2
Feliz Natal 2 3,45 1024,3 602,2 460,4
Italba 1 1,72 453,9 423,0 462,4
Itiquira 1 1,72 62,0 30,2 128,9
Juina 1 1,72 296,0 295,2 184,7
Juruena 1 1,72 577,5 1399,6 529,7
Juscimeira 1 1,72 87,9 7,8 62,1
Matupa 1 1,72 93,8 167,2 231,8
Nobres 2 3,45 26,1 32,2 70,4
N. Sra do Livramento 13 22,41 93,7 38,0 7,5
Nova Maringa 2 3,45 1372,5 1379,1 1767,4
Nova Mutum 1 1,72 282,0 130,9 135,6
Poconé 1 1,72 - 9,6 6,4
Primavera do Leste 2 3,45 82,5 40,4 59,9
Rondondpolis 1 1,72 10,6 9,0 10,0
Rosario Oeste 1 1,72 27,5 28,0 11,3
Santa Rita do Trivelato 1 1,72 404,9 710,9 623,9
Sao Jose do Rio Claro 4 6,89 402,4 211,6 540,5
Sinop 1 1,72 165,7 166,5 157,9
Tangara da Serra 2 3,45 66,4 32,7 34,6
Varzea Grande 1 1,72 1,7 0,8 1,6
Total? 58 100,00 - - -

! Casos incidentes por 100 mil hab.

2 Total de casos de MT; 7 pacientes adquiriram a infeccdo em outro Estado; 1 paciente referiu

infeccao MT, mas ndo identificou o municipio.
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ANEXO 6

Relagdo das cepas de Leishmania identificadas por PCR-RLFP, por perfil de
resposta P1 ou P2, segundo a enzima de restricao ECOR1 ou SAU 3A, por
paciente do estudo identificado segundo seu nimero de ordem no projeto.
Total de 67 amostras amplificadas.

NUMERO DE ORDEM PCR-RLFP ENZIMAS
ECOR1 SAU 3A

01- Negativo - -
02- Positivo P2 P1
03- Positivo P2 P1
04- Positivo P2 P1
05- Positivo P2 P1
06- Positivo P2 P1
07- Positivo P2 P1
08- Positivo P1 P1
09- Positivo P2 P1
10- Positivo P2 P1
11- Negativo - -
12- Negativo - -
13- Positivo P2 P1
14- Positivo P2 P1
15- Positivo P2 P1
16- Positivo P2 P1
17- Positivo P2 P1
18- Positivo P2 P1
19- Positivo P2 P1
20- Positivo P2 P1
21- Positivo P2 P1
22- Positivo P2 P1
23- Positivo P2 P1
24- Positivo P2 P1
25- Positivo P2 P1
26- Positivo P2 P1
27- Positivo P2 P1
28- Positivo P2 P1
29- Positivo P2 P1
30- Positivo P2 P1
31- Positivo P2 P1
32- Positivo P2 P1
33- Positivo P2 P1
34- Positivo P2 P1
35- Positivo P2 P1
36- Positivo P2 P1
37- Negativo - -
38- Positivo P2 P1
39- Positivo P2 P1
40- Positivo P2 P1
41- Positivo P2 P1
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ANEXO 6

Relagao das cepas de Leishmania identificadas por PCR-RLFP, por perfil de
resposta P1 ou P2, segundo a enzima de restricao ECOR1 ou SAU 3A, por
paciente do estudo identificado segundo seu nimero de ordem no projeto.
Total de 67 amostras amplificadas.

NUMERO DE ORDEM PCR-RLFP ENZIMAS

42- Positivo P2 P1
43- Positivo P2 P1
44- Positivo P2 P1
45- Positivo P2 P1
46- Positivo P2 P1
47- Positivo P3 P2
48- Positivo P2 P1
49- Positivo P2 P1
50- Positivo P2 P1
51- Positivo P2 P1
52- Positivo P2 P1
53- Positivo P2 P1
54- Positivo P2 P1
55 Positivo P2 P1
56- Positivo P2 P1
57- Positivo P2 P1
58- Positivo P2 P1
59- Positivo P2 P1
60- Positivo P2 P1
61- Positivo P2 P1
62- Positivo P2 P1
63- Positivo P2 P1
64- Positivo P2 P1
65- Negativo - -
66- Positivo P2 P1
67- Positivo P2 P1

67 amostras amplificadas: 62 positivas (inclui as 4 perdas e as 3 exclusdes) e 5 negativas
Perfis: 60 P2/P1, 1 P1/P1, 1 P2/P3
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