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RESUMO

Introdugdo: A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) representa um
importante e negligenciado problema de saude publica mundial, tendo grande prevaléncia na
Amazonia brasileira. Em até 10 % das vezes, pode evoluir para a forma cutdneo-mucosa
(LCM). Prognosticar com seguranca o potencial evolutivo da LTA para as formas polares
mucosas tem sido uma dificil tarefa para inUmeros pesquisadores e médicos, ndo havendo
consenso na literatura. O LRV-1 tem sido apontado com destacado papel no desencadeamento
da LCM, amplificando a resposta inflamatoria e subvertendo a capacidade de resolucdo da
infeccdo pelos macrofagos do hospedeiro, favorecendo grave destruicdo tecidual. Objetivos:
O objetivo do presente trabalho foi de descrever a presenca do LRV-1 parasitando espécies de
Leishmania, associando com as diferentes formas de apresentacdo clinica, tendo como
referéncia caracteristicas como numero, localizacdo, didmetro da UGlcera e presenca ou
auséncia de adenomegalia. Método: As formas clinicas foram classificadas em cutanea pura,
anérgica difusa, cutdneo-mucosa e mucosa. Todas as espécies de Leishmania e 0 LRV-1
foram identificados por biologia molecular (PCR). Tratou-se de uma pesquisa observacional,
transversal e descritiva. Resultados: Foram analisados 33 pacientes com LTA, com idade
média de 36 anos (+ 14,6 anos), consultados no hospital CEMETRON, localizado em Porto
Velho-RO, diagnosticando 8 casos (24,2%) coinfectados com o LRV-1. As espécies
coinfectadas pelo LRV-1 foram a Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.) guyanensis.
No grupo de 8 coinfectados, destacaram-se: 8 pacientes (100%) do sexo masculino, 7 casos
(87,5%) na faixa etaria acima de 50 anos ou abaixo de 20 anos, multiplas lesbes em 5 casos
(62,5%), localizacdo acima da cintura pélvica em 5 casos (62,5%), diametro maior do que 2,5
cm em 6 casos (75%) e adenomegalia em 5 casos (62,5%). Na analise dos 33 pacientes,
incluindo coinfectados e ndo coinfectados pelo LRV-1, a espécie mais frequente foi a
Leishmania (V.) braziliensis com 24 casos (72,7%), seguida da Leishmania (V.) guyanensis
com 8 casos (24,3%) e Leishmania (V.) shawi com 1 caso (3,0%). Conclusdo: Na amostra
estudada, observou-se um risco 25 vezes menor de coinfecgdo com o LRV-1 se a pessoa
estiver na faixa etaria entre 20 a 49 anos (p=0,01). Descreve-se, nas amostras coinfectadas
pelo LRV-1, uma tendéncia a lesbes multiplas, localizadas acima da cintura pélvica e com

didmetro acima de 2,5 cm.

Palavras-chave: Leishmania, Leishmania RNA virus, Prognéstico, Leishmaniose cutanea

localizada.

ABSTRACT



Introduction: The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is an important neglected
public health problem worldwide, with high prevalence in the Brazilian Amazon. In 10% of
patients, it can progress to mucocutaneous (MCL). To predict the factors related with the
progress potential of LTA to mucous polar forms has been a difficult task for many
researchers and physicians, and there is no consensus in the literature. The LRV-1 has been
implicated as an important factor in triggering the LCM, amplifying the inflammatory
response and subverting the ability to resolve the infection by the host macrophages, with
severe tissue destruction. Objective: The objective of this study was to describe the presence
of the LRV-1 in parasites of Leishmania species, associating with the different clinical forms,
with reference to characteristics such as number, position, diameter of the ulcer and the
presence or absence of adenomegaly. Methods: The clinical presentations were classified as
pure cutaneous, diffuse anergic, mucocutaneous and mucous. All species of Leishmania and
LRV-1 were identified by molecular biology (PCR). This was an observational, cross-
sectional and descriptive study. Results: 33 patients were analyzed with ATL with a mean
age of 36 years (+ 14.6 years) treated at CEMETRON hospital, located in Porto Velho, RO,
diagnosing 8 cases (24.2%) co-infected with the LRV-1. The species co-infect by LRV-1 was
Leishmania (V.) braziliensis and Leishmania (V.) guyanensis. In the group of 8 co-infected
stood out: 8 patients (100%) were male, 7 (87.5%) were older than 50 years old or younger
than 20 years old, 5 (62.5%) had multiple lesions, 5 patients (62.5%) showed lesions located
above the pelvic girdle, 6 (75%) had lesions greater than 2.5 cm and 5 (62.5%) presented
adenomegaly. In the analysis of 33 patients, including co-infected and not co-infected by
LRV-1, the most frequent species was Leishmania (V.) braziliensis in 24 cases (72.7%),
followed by Leishmania (V.) guyanensis with 8 cases (24.3%) and Leishmania (V.) shawi
responsible for 1 case (3.0%). Conclusion: In this sample, we observed a 25 fold lower risk
of co-infection with the LRV-1 if the person is aged between 20-49 years (p = 0.01). We
described in samples co-infected by the LRV-1, a tendency to multiple lesions located above

the pelvic girdle and having a diameter above 2.5 cm.

Key Words: Leishmania, Leishmania RNA virus, Prognosis, Cutaneous leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma antropozoonose crénica,
infecciosa, ndo contagiosa, causada pelo protozoario do género Leishmania, tendendo a

acometer pele, mucosa e /ou cartilagens.

A incidéncia mundial é estimada em torno de 1-1,5 milhdes de casos novos por ano
(SAMPAIOQ, 2008). Apresenta uma prevaléncia global de 12 milhdes de infectados e ha 350
milhdes de pessoas com risco real de adquirir a LTA (VON STUBET, 2007). No Brasil, em
2003, o Ministério da Salde registrou uma incidéncia de 33.000 casos/ano. Nota-se um

progressivo aumento da ocorréncia da LTA no Brasil e no mundo (BRASIL, 2006).

Apesar de ser considerada uma das cinco doencas infecto-parasitarias endémicas de
maior relevancia mundial (GUERRA et al, 2007, WHO, 2010), constitui doenca de
notificagdo compulséria em apenas 30 paises (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Representa
uma das doencas negligenciadas pela industria farmacéutica, segundo a lista da Organizacao
Mundial de Saude - OMS (CAMARGO; LANGONI, 2006). Tal fato resulta do pouco retorno
financeiro de pesquisas voltadas a doencas de paises em desenvolvimento que vivem em

situacdo de pobreza.

Tem natureza multifatorial, destacando-se a espécie de Leishmania, resposta imune do
hospedeiro, saliva do vetor, condi¢cbes ambientais da regido endémica, presenca ou auséncia

do Leishmania RNA virus (LRV), dentre outros pouco esclarecidos.

Alexopolou et al. (2001) relaciona a presenca do LRV com as formas mucosas, uma
vez que o virus estimula uma resposta hiper inflamatoria, via receptores Toll like 3 (TLR-3).
No entanto, ndo ha trabalhos que correlacionem este virus com as formas cuténeas iniciais da
LTA, virgens de tratamento, levando-se em anélise o numero, didmetro, localizagcdo das

Ulceras ou ocorréncia simultanea de adenomegalia.

Portanto, em vista da dificuldade em se estabelecer a relagdo do LRV-1 com o padréo

de apresentacdo da forma cuténea inicial, propds-se este projeto.

1.1 BREVE HISTORICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

Segundo Catorze (2005), os primeiros registros iconograficos conhecidos de

leishmaniose cutanea pertencem a ceramica pré-inca do Peru e Equador (400-900 d.C). Ja no
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Velho Mundo (Asia, Africa e Europa), os relatos escritos da doenca datam do século | d.C.
Em 1571, Pedro Pizarro descreveu a desconfiguracdo de narizes e labios de plantadores de
coca que trabalhavam na base das encostas orientais das Cordilheiras dos Andes (PIZARRO,
1571 apud LAINSON, 2010). Nesta mesma regido, inumeras pecas de cerdmica em estudos

arqueoldgicos revelaram tais deformidades (LAINSON, 2010).

Atualmente, a leishmaniose mucocutanea é endémica nestas regides, sendo bastante
provavel que os artistas da época tentassem traduzir a LTA, uma vez que esta multilante

doencga causava grande sofrimento aos portadores cronicos.

A doenca recebeu inimeras denominac6es, incluindo uta, espundia, “ulcer de los
chileros”, buba, Ulcera de Bauru, ferida brava, botdo do oriente, porém o agente etiol6gico
permaneceu desconhecido por muito tempo (VALE; FURTADO, 2005).

Alexandre Cerqueira em 1885, na Bahia, foi o primeiro a identificar a moléstia e a
suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O
agente causador do botdo do oriente do Velho Mundo foi descoberto em 1903 (WRIGHT,
1903 apud LAINSON, 2010). Em 1906 foi denominado Leishmania tropica (LUHE, 1906
apud LAINSON, 2010).

Lindenberg em 1909 identificou os “corptsculos de Leishman-Donovan” que
correspondiam as formas amastigotas em lesbes cutdneas de pacientes com ‘“’tlcera de

Bauru” no Brasil.

Em 1911, Vianna considerou que havia diferencas morfoldgicas entre a Leishmania
tropica e o agente etioldgico da Leishmaniose cutanea (LC), e a chamou de Leishmania
braziliensis (VIANNA, 1911). Velez em 1913 denominou o parasita de Leishmania peruvina.
Medina em 1946 descobriu no Brasil um parasita que causava lesdes na pele do porquinho-

da-india doméstico. Este mesmo parasita seria depois denominado Leishmania enriettii.

Na Venezuela, Medina em 1962 denominou de Leishmania pifanoi o agente etioldgico

da leishmaniose cutanea difusa.

Em S&o Paulo, Forattini (1960) descreveu infecgdes em roedores, porém em nenhum
dos casos foi comprovado que o organismo era idéntico ao que infectava seres humanos

dentro daquela mesma localidade. A partir daquele momento, iniciou-se o questionamento da
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probabilidade de diferentes espécies dermotropicas de Leishmania serem agentes causadores
da LTA em diferentes partes da regido tropical. Pessba em 1961 listou as espécies de
Leishmania nas Américas como L. (b.) braziliensis, L.(b.) guyanensis, L. (B.). peruviana,
L.(B.) peruviana, L.(b.).pifanoi e L.(b.) mexicana.

Maiores avangos no conhecimento da doenca foram adquiridos em 1964 quando
Lainson e Strangways-Dixon afirmaram que roedores selvagens eram reservatérios da doenca.
Lainson e Shaw (1969) notaram diferencas no comportamento biologico de espécies de

Leishmania, classificando-as como “cepas rapidas e lentas” de Leishmania.

Evolutivamente, estudos foram realizados comparando as cepas e as respectivas

formas clinicas de LTA, notando o carater dinamico e espectral da doenga.

O antimonial trivalente, tartaro emético, foi introduzido no Brasil por Gaspar Vianna
em 1912 (VIANNA, 1912). A terminologia leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi
introduzida por Rabello em 1923. Montenegro em 1926 utilizou a intradermorreacdo no

diagnostico imunoldgico da LTA.

Aragdo (1927) demonstrou o papel da Lutzomyia intermédia na transmissao de
Leishmania braziliensis. Em 1978, Lainson e Shaw classificaram as Leishmanias, adotando os
subgéneros Leishmania e Viannia (SAF’ IANOVA, 1982).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Conforme registros da Organizacdo Mundial de saide (2010) a LTA é uma doenca
que esta distribuida em diversas regides do planeta, podendo-se observar a distribuicdo

geografica mundial na figura 1.
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Figura 1 - Distribuicédo geografica mundial da Leishmaniose cutanea em 2009

0000

\ ~ Average number of reported cases, {
BN ] 2005-2009 o A
A ® <1000 BBl Previously reported cases ¥ RN

e ® 1000-4999 No cases reported
@ 5000-24999

@ --25000

Fonte: World Health Organization, 2009.

Tem sido descrita em quase toda a América, desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina, com exce¢do do Uruguai e do Chile. 90% dos casos de LTA mucosa
ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru de acordo com relatos de LAINSON (1983). Silva et al.,
(2007) estimam a ocorréncia de 65.000 casos novos por ano no Brasil, tendo o territorio

brasileiro a maior prevaléncia da doenca em todo o continente Americano.

No Brasil, todos os estados registraram autoctonia, estando 45% dos casos registrados
na regido Norte, destacando-se alguns estados com maior concentracdo de casos (BRASIL,
2007), conforme demonstrado na figura 2.
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Figura 2 — Distribuicéo espacial dos casos de LTA no Brasil: Média de casos do periodo

de 2003 a 2005 e no ano de 2006 por municipio de residéncia

Meédia casos 2003-2005 Casos 2006

® 1 ponto = 5 casos
@ 1 ponto = 5 casos

Fonte: MS/SVS/Devep/CGDT/Covev/Fiocruz/Ensp/Desp

Em nosso pais, a grande maioria dos casos predomina na regido Amazonica.

A incidéncia tem aumentado em &reas ndo endémicas, por aumento da coinfec¢do com

HIV, transplante de drgdos, moderna imunossupressao, intercambio de pessoas e urbanizagéo.

Segundo Machado (2009), a incidéncia da LTA cutdnea aumentou duas vezes no
Brasil entre 1998 e 2002; 4 vezes no Afeganistdo entre 1994 e 2002 e quase 85 vezes em

Burkina Faso.

Foi observado um aumento significativo do nimero de casos de LTA a partir de 1990,
onde o0 nimero de casos permaneceu instavel durante anos. A partir do ano de 2000, esse

namero vém diminuindo, conforme demonstrado no grafico 1.
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Grafico 1 - Casos de leishmaniose tegumentar no Brasil no periodo de 1990 a 2010
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Em 2009, o estado de Rondonia registrou 1035 casos de LTA, de acordo com as
informagdes colhidas no Sistema Nacional de Vigilancia em Salde, do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011).

Basano (2004) apontou um longo periodo de evolucdo da lesdo leishmanidtica, que
durava em torno de 15 meses, desde a sua forma inicial até o seu diagndstico. Tal fato, em

parte, decorre da falta de capacitacdo técnica dos profissionais de salde.

A real prevaléncia da LTA é dificil de ser estabelecida, em vista das subnotificacdes,
diagndsticos incorretos, variacdes de resposta do hospedeiro e multiplicidade de agentes
etioldgicos envolvidos (MARZOCHI, 1992).

Segundo Ramirez (1997), Dr. Néstor Afiez, pesquisador venezuelano, defende em
relato pessoal que a positividade imunolégica humoral (Anticorpos circulantes) e celular
(Reacdo de Montenegro) é de 12% em habitantes assintomaticos (Sem lesdes ativas ou

cicatrizes) de regido endémica da Venezuela.

No Brasil, quatro padrdes epidemioldgicos podem ser observados (MARZOCHI;
MARZOCHI, 1997):

1. Silvestre florestal — Zoonose de animais silvestres;

2. Periflorestal — Areas de ocupaco que rodeiam florestas, situadas no raio de voo

dos vetores silvestres;
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3. Rural — Areas de colonizagio antiga, constituindo uma zoonose de matas residuais;

4. Periurbana — Areas de colonizacdo antiga, onde houve adaptacdo do vetor ao

peridomicilio.

O estado de Rondobnia agrega os quatro padrdes epidemiologicos descritos na
literatura. Hoje predominam as formas silvestres florestais e periflorestal, representada por
pescadores, cacadores, militares em atividade de treinamento, aventureiros em atividade de

laser, ecoturismo, agricultores que residem e trabalham em areas que rodeiam florestas.

1.3 AGENTE ETIOLOGICO:

Conforme citacdo de Batista et al., em 2001, a classificacdo taxondmica dos agentes
etiologicos da LTA inclui o filo: Protozoa, subfilo: Sarcomastigophora, classe:
Mastigophora, ordem: Kinetoplastida, familia: Trypanosomatidae e género: Leishmania,

conforme detalhado na figura 3.

Figura 3 - Taxonomia da Leishmania
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Fonte: SVS - Manual de leishmaniose Tegumentar Americana, 2006.

Ameen (2010) defende que ha mais de 20 diferentes espécies de leishmania. A
Secretaria de Vigilancia em Saude registra que ha nas Américas onze espécies dermotrdpicas

de leishmania causadoras da doenga humana e oito especies descritas em animais. No Brasil
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ja foram identificadas 7 espécies, sendo seis pertencentes ao subgénero Viannia e uma do

subgénero Leishmania conforme mostrado na tabela 1 (BRASIL, 2007).

Tabela 1 - Principais espécies de Leishmania dermotrépicas com comprometimento humano

Subgénero Vianna
(Lainson e Shaw, 1972)

Acometimento Clinico no
Homem

Distribuicdo geogréafica

Leishmania (V.) braziliensis
(Vianna, 1911)

Lesdes cutaneas e mucosas

Da América Central ao Norte da
Argentina

Leishmania (V.) peruviana
(Velez, 1913)

Predominantemente lesbes
cutaneas

Vales elevados Interandinos e encosta
oeste dos Andes

Leishmania (V.) guyanensis
(Floch, 1954)

Predominantemente lesbes
cutaneas

Calha Norte da Bacia Amazoénica, Guianas
e paises do noroeste sul americano

Leishmania (V.) panamensis
(Lainson e Shaw, 1972)

Predominantemente lesdes
cutaneas

América Central e costa pacifica da
América do Sul

Leishmania (V.) lainsoni
(Silveira et al., 1987)

Rara ocorréncia, provocando
lesdes cutaneas

Norte do estado do Para

Leishmania (V.) naiffi
(Lainson et al., 1990)

Rara ocorréncia, provocando
lesbes cutaneas

Regido Amazénica

Leishmania (V.) shawi
(Shaw et al., (1991)

Rara ocorréncia, provocando
lesbes cutaneas

Regido Amazonica

Subgénero Leishmania
(Saf’lanova, 1982)

Acometimento Clinico no
homem

Distribuicdo Geografica

Leishmania (L.) mexicana
(Blagi, 1953)

LesBes cutaneas e
eventualmente, cutaneo-difusas

México e América Central

Leishmania (L.) amazonensis
(Lainson e Shaw, 1972)

LesBes cutaneas e
eventualmente, cutaneo-difusas

América Central e regiGes Norte, Nordeste,
Centro Oeste e Sudeste do Brasil

Leishmania (L.) venezuelensis
(Bonfante-Garrido, 1980)

LesGes cutaneas

Venezuela

Leishmania (L.) pifanoi
(Medina e Romero, (1959)

LesBes cutaneas e
eventualmente, cutaneo-difusas

Venezuela

Fonte: Mazorchi, Schubach & Mazorchi, 2006.

No entanto, existem algumas outras espécies de Leishmania ainda ndo identificadas. O

aumento da acessibilidade a técnicas laboratoriais, assim como o conhecimento da biologia

molecular do protozoario proporcionara a identificacdo precisa destas amostras.

Segundo o Ministério da Saude em 2010, no Brasil a leishmaniose tegumentar é

causada principalmente pelas espécies:

- Leishmania Viannia braziliensis (Pele e mucosas);

- Leishmania Viannia guyanensis (Predomina pele, porém acomete mucosas);

- Leishmania Leishmania amazonensis (Pele e eventualmente lesbes cutaneas difusas)
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1.4 CICLO DE VIDA PARASITARIO E PATOGENIA DA LTA:

Apds o repasto sanguineo no reservatorio, o flebétomo adquire as formas amastigotas.
A amastigota é a forma intracelular obrigatoria dos vertebrados, imovel, ovalada ou
arredondada (HOARE; WALLACE, 1966). No interior do tubo digestivo do inseto, as
formas amastigotas transformam-se em promastigotas infectantes. A infeccdo humana tem seu
inicio logo apds a inoculacdo das formas promastigotas do parasito na pele, 0 que acontece
durante a hematofagia pelas espécies de fleb6tomos vetores (SILVEIRA et al., 2004)
demonstrado no esquema da figura 4.

Figura 4 - Ciclo de vida assexuado dos parasitos do género Leishmania
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Fonte: KAYE SCOTT, 2011.

Walters (1993) destaca os vetores flebotomineos que pertencem aos géneros

Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo.

Na figura 5, as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania podem ser

observadas.
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Figura 5 - Formas promastigotas e amastigotas da Leishmania

Fonte: GONTIJO; CARVALHO, 2003

Silveira et al., (2008) reforga que uma vez no hospedeiro vertebrado, a Leishmania
iniciara um processo de escape frente as defesas do organismo parasitado, precisando
sobreviver ao processo de fagocitose. A partir do escape inicial a acdo litica do complemento,
assim como aos mecanismos de defesa intracelular, a evolucéo clinica da LTA dependera da

viruléncia da espécie de Leishmania e do perfil imunogenético do hospedeiro.

Silveira et al., (2008) em sua revisdo sobre a patogenia da LTA na Amazonia, defende
que ha uma complexa interacdo entre as maltiplas espécies de Leishmania e a resposta imune
do homem infectado, ressaltando que as duas espécies de maior potencial patogénico sao a
L.(V.) braziliensis e a L.(L.) amazonensis , havendo uma dicotomia entre estas duas espécies
e a resposta imune celular. Estas duas espécies podem causar a forma mais simples da doenca
leishmaniose cutanea localizada (LCL), assim como o0s extremos polares: leishmaniose
cutaneo-mucosa (LCM) e leishmaniose cutanea anérgica difusa (LCAD), respectivamente. A
L.(V.) braziliensis ativa o perfil de resposta CD4 tipoTh-1, ao passo que a L.(L.) amazonensis
ativa o perfil de resposta CD4 tipo Th-2. Na resposta CD 4 tipo Th-1 , ha a producdo de
citocinas Interleucina 2 ( IL-2), Interferon y (y- IFN) e Fator de necrose tumoral a (TNF- ).
Na resposta CD 4 tipo Th-2 , ha a producdo de Interleucinas (IL) 4, 5, 6, 10 e 13. A resposta
tipo Th-1 regula positivamente e a Th-2 regula negativamente a atividade do macréfago na

eliminacdo do parasita. Este autor resume a patogenia conforme a figura 6.



24

Figura 6 - Patogenia da LTA causada por L.(V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis na

Amazonia brasileira.

Espectro clinico, histopatelégico e imunopatolégico

Formas clinicas LCAD LCDB LCL LCDB LCM
Parasito L (L)a. L (L)a. L {L})a | L{V}h. L (V)b L (V)b
Carga parasitaria 5+ b bt + -
Tipo de lesdo nédulo placa infiltrada alceraileera pdpula ulcerada necrdtica
Distribuigdo difusa disseminada tnica/mualtipla disseminada naso-bucal
Macrofago +H+ +H+ +i+ + -
Plasmocito o+ e L et o s L
Linfécito + Rl e g R
MNecrose - - EREES R R
Granuloma - epitelidide epitelidide/epitelidide epitelidide tuberculbide
DTH - - + f ++ + . a
Linfoproliferagio - - * i 4+
IFMN-y + + = ++ R i
IL-4 4 el +/- + =
Células T CD4 Th2 Thl=Th2 Thl/Thl Thl=Th2 Thi
Tratamento (Sbv) + ++ S o e ++ ++

LCAD = leishmaniose cutinea anérgica difusa; LCDB = leishmaniose ¢ utinea disseminada borderline; LCL =
leishmaniose cutinea localizada; LCM = leishmaniose cutineo-mucosa; L. (L.) a. = Leishmania (Leishmania)
amazonensis ; L. (V) b, = Leishmania (Viannia) braziliensis ; DTH = hipersensibilidade do tipo retardada; I[FN-g =
interferon gamma; IL-4 = interleucina 4; Thl = linfocito T auxiliador 1; Th2 = linfécito T auxiliador 2; Tratamento
(5bv) = terapéutica com antimdnio pentavalente

Fonte: SILVEIRA et al. Revisdo sobre a patogenia da LTA na Amazénia, com énfase a doenga

causada por Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) amazonensis, 2008.

Além disso, as duas espécies podem ser agentes causais das formas intermediarias
disseminadas, denominada leishmaniose cutanea disseminada borderline (LCDB), situadas
entre os extremos polares. A espécie L (V.) guyanensis pode causar as formas LCL, LCDB e
LCM. J& as outras espécies dermotrdpicas da Amazénia brasileira, L. shawi, L. naiffi, L.
lainsoni e L. lindenbergi sdo agentes causais somente da forma LCL (SILVEIRA, 2008).

No estado de Rondonia, temos observados casos de LCM causados por L.(V.)
guyanensis e Guerra et al., (2011a) descreveu casos de LCM associados a L(V.) guyanensis na
Regido Norte.

1.6 QUADRO CLINICO

H& grande variacdo entre as diversas formas clinicas, que vao desde as formas
inaparentes e autolimitadas até lesdes disseminadas e difusas, atingindo pele, mucosas e
cartilagens, compondo uma manifestacdo espectral. Quadros assintomaticos ocorrem em

pacientes naturalmente resistentes, capazes de controlar a progressdo da infec¢do. Via de
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regra, tem inicio pela forma cutanea localizada (LCL), forma mais comum que corresponde a
95% dos casos, podendo evoluir ou ndo para as formas cutaneas disseminadas borderline
(LCDB), cutdneo-mucosa (LCM) ou anérgica difusa (LCAD), porém falta dominio em

relacdo aos fatores clinicos e laboratoriais que influenciam a evolucéo da doenca.

Do ponto de vista clinico, LCM e LCAD séo consideradas formas polares da doenga,
representando extremos evolutivos da infeccdo inicial. No polo anérgico, encontra-se a forma
cutanea anérgica difusa (LCAD) e no polo hiperérgico, a forma mucosa (LCM) (SILVEIRA,
2008). O Ministério da Saude do Brasil (2006) adota a classificacdo da LTA demonstrada na
figura 7.

Figura 7 - Classificacdo da LTA no Brasil e seus respectivos agentes etioldgicos.

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

Leishmaniose cutinea| | Leishmaniose mucosa
1. Forma cutinea localizada inica 6. Forma mucosa tardia
2. Forma cutinea localizada multipla 7. Forma mucosa concomitante
3. Forma cutinea disseminada 8. Forma mucosa contigua
4. Forma recidiva ctis 9. Forma mucosa primdria
5. Forma cutinea difusa 10. Forma mucoesa indeterminada
Leishmania (V.) braziliensis (1,2, 3, 4) Leishmania (V.) braziliensis (6, 7, 8, 9,10)
Leishmania (L.) amazonensis (1,2, 3,4, 5) Leishmania (L.) amazonensis (8)
Leishmania (V.) guyanensis (1, 2, 3) Leishmania (V.) guyanensis (8)
Leishmania (V.) naiffii (1e2)
Leishmania (V.) shawi (1 e 2)
Leishmania (V.) lainsoni (1e2)

Fonte: SVS - Manual de Leishmaniose Tegumentar Americana, 2006

Turetz et al., (2002) dividem a LCL em forma unica (somente uma lesdo) e maltipla
(ndmero menor do que 10 em qualquer distribui¢do corporal ou maior do que 9 localizadas
em um mesmo segmento corporal). LCDB corresponde a ocorréncia de lesdes pleomérficas
multiplas (papulares, acneiformes e ulceradas) em numero maior do que 10, distribuidas em
duas ou mais areas ndo contiguas do corpo (cabeca, tronco, bragos e pernas), que se instalam

em um periodo de dias.
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Em Ronddnia, a localizacdo mais comum da LCL é nos membros inferiores.

A Ulcera cutanea classica apresenta bordas emolduradas e fundo granuloso, limpo ou

recoberto por crostas séricas, melicéricas e/ou hematicas, conforme ilustra a figura 8.

Figura 8 - Ulcera tipica de LCL

Fonte: acervo pessoal Cipriano Ferreira

ApoOs a cicatrizacdo, a lesdo apresenta-se atréfica de aspecto apergaminhado,

demonstrado na figura 9.

Figura 9 - Cicatrizes atroéficas da LCL

Fonte: acervo pessoal Cipriano Ferreira

Segundo Silveira et al., (2008), a LCL corresponde a 95% de todos os casos, tendo
como agente principal a L.(V.) braziliensis . Somente infeccdes por espécies do subgénero
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Viannia evoluem para o pélo hiperérgico da LCM, ao passo que infeccdes causadas pelo

subgénero Leishmania tendem a evoluir para o pdlo de hiporreatividade da LCAD.

Machado et al., (2002) defende que em 85% das formas cutaneas causadas por L. (V.)
braziliensis, a Ulcera é acompanhada por exuberante adenomegalia regional maior do que 3

cm.

Em camundongos resistentes a doenca, a excisdo da cadeia linfatica homolateral ao
sitio da infeccdo induz ao rapido aparecimento de lesGes metastaticas (REED et al., 1986
apud GUIMARAES et al., 2005). Neste estudo, os camundongos estavam infectados pela

espécie Leishmania (L.) amazonensis.

Deste modo, a adenomegalia regional parece conferir algum grau de imunidade a
leishmania, aliada a certo grau de destruicdo tecidual induzida pela resposta imune, porém

estudos adicionais precisam ser realizados.

Nas infecgdes por L.(V.) braziliensis a linfadenopatia regional geralmente precede o
surgimento das ulcerac¢Ges por uma a doze semanas (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Segundo Guimaraes et al., (2005), na Bahia, a quase totalidade de casos de LCDB é
causada pela L.(V.) braziliensis. Calafrios e astenia podem estar presentes na fase inicial de

instalacdo, sugerindo disseminacdo hematogénica da doenca.

Silveira et al., (2008) defende que nas formas LCDB, a imunidade encontra-se
parcialmente inibida. Este grupo pode ser causado por L.(V.). braziliensis ou por L.(L.)
amazonensis, diferenciando pela répida instalacdo ( até 3 meses) de dezenas a centenas de
lesBes cutaneas papulo-ulcerosas (ectimatdides) no primeiro agente, ao passo que no segundo,
as lesGes ocorrem de maneira mais lenta , em nimero limitado (< 10) e ndo ulceram. A L.(V.)
braziliensis tende a cursar com reacdo de Montenegro positiva e a L.(L.) amazonensis com
Montenegro negativa. A L (V.). braziliensis metastatiza precoce e tardiamente para diferentes

partes do corpo, sobretudo mucosa nasofaringea.

Turetz et al., (2002), na Bahia, estudaram retrospectivamente 2206 casos de LTA,
detectando 42 (1,9%) pacientes com LCDB e 2164 (98,1%) com LCL, dos quais 1483 (69%)
cursaram com uma Unica lesdo e 681 (31%) com mais de uma lesdo. Lesdes acima da cintura

pélvica estavam presentes em 100% da forma LCDB e em apenas 40% da LCL.
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Acometimento mucoso concomitante se deu em 29% da LCDB comparado a 1,2% da LCL.
As Ulceras apresentaram maior diametro na LCDB. LCDB com acometimento mucoso
desenvolveu acometimento cutaneo facial ou cervical em 100% dos casos, comparados aos
44% de LCL com acometimento mucoso. Os autores relatam que pacientes portadores da
LCDB, produzem menos interferon-y e fator de necrose tumoral-o. do que os casos de LCL.
Do ponto de vista imunoldgico, a LCDB aproxima-se da LCAD, em especial as formas
relacionadas a L.(L.) amazonensis. Uma limitacdo importante desta pesquisa esta relacionada
a ndo identificacdo das espécies de Leishmania, comprometendo assim a correlacdo entre 0s

achados clinicos e os respectivos agentes etiologicos.

Conforme Puig et al., (2003), poderd ocorrer acometimento visceral em casos de
imunossupressao grave, em especial infeccdo pelo HIV. Tal fato decorre do fenédmeno da
persisténcia na LTA, traduzida por cura clinica, porém nao-estéril em 93,7% das vezes
(MENDONCA et al., 2004).

Jones et al., (1987) relatam que a LCM classica se d& em aproximadamente em 2,7%
dos pacientes com LC, instalando-se em meses ou anos apds a cura das lesbes cutaneas. Em
média, 6 anos apds a lesdo cutanea. Acredita-se que as formas mucosas ndo tratadas sejam

progressivas, ndo havendo cura espontanea.

Basano (2004) relata que a evolucdo para LCM € de 2% em casos tratados de LC e de

10% em casos ndo tratados com N metil glucamina.
Marsden (1986) estabeleceu critérios de risco evolutivo para as formas mucosas:
- Lesdes mdltiplas
- Lesdes extensas
- Localizacdo acima da cintura pélvica
- Tratamento inadequado da lesdo cutanea primaria

Devemos considerar que estados de imunossupressdo, mesmo anos apos a cura da

LCL, podem favorecer esta complicacgéo.

A LCM caracteriza-se por obstrugdo nasal, coriza com odor desagradavel, acometendo

0 nariz na quase totalidade dos casos. Nesta regido, destaca-se 0 acometimento do septo nasal
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cartilaginoso, porém a parede lateral e assoalho nasal podem ser envolvidos. Quanto maior o
tempo de evolugcdo, mais grave se torna o acometimento, podendo resultar em destruicdo
completa do aparelho nasal. A extensdo da doenca pode evoluir para faringe, laringe e cordas

vocais.

O Ministério da Saude do Brasil relata que nas formas mucosas, predomina a
Leishmania (V.) braziliensis, e excepcionalmente, a Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (V.) guyanensis (BRASIL, 2006). No Velho Mundo, Strazzulla et al., (2013)
associam a LCM com Leishmanias dos complexos L. donovani e L. major.

A forma anérgica difusa é rara. E causada pela L.(L.) amazonensis, caracterizando-se
por baixa resposta imunoldgica por parte do hospedeiro, riqueza parasitaria nas lesdes
cuténeas e cursa com infiltracdo difusa da pele com inimeras lesGes nodulares ndo-ulceradas.
O fendbmeno da ulceracdo parece ser secundario a traumas locais e ndo sendo mediado pelo

sistema imunoldgico.

Silveira (2009) aponta para a maior ocorréncia da LCAD em criangas menores do que
5 anos, que se tornam doentes cronicos, equivalendo a 60% dos casos. Em casos avangados,
pode complicar com osteomielite e comprometimento da mucosa nasobucofaringea,
poupando apenas couro cabeludo e regides palmo-plantares. Em 2009, havia menos do que 20

casos no Brasil, destacando-se o estado do Para.

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA

Baseia-se em métodos parasitolégicos, histologicos, imunol6gicos e moleculares,
confirmando a suspeita clinica e epidemioldgica (BRASIL, 2010):
a) Exames parasitolégicos

a. 1 Pesquisa de amastigotas em esfregaco da lesdo ou imprint de fragmento de tecido:

A confirmacédo da presenca de amastigotas € essencial no diagnostico, uma vez que
afasta de maneira precisa outros diagndésticos diferenciais. O material a ser pesquisado pode
resultar de escarificagdo, bidpsia com impressdo por aposicdo do tecido em lamina ou por

puncdo aspirativa. Nas lesGes ulceradas, o melhor local de coleta é na borda da ulcera. Os
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parasitas quando presentes sd@o encontrados em vacutolos intracitoplasmaticos dos macréfagos

ou nos espacos intercelulares. Utilizam-se os corantes Giemsa ou Leishman.

Furtado (1980) afirma que a sensibilidade da pesquisa de leishmania é inversamente
proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo. Nos casos produzidos por Leishmania (V.)
braziliensis, a sensibilidade é de 100% nos dois primeiros meses, em torno de 75% aos seis

meses e de 20% acima de doze meses.
a. 2 Cultura em meios artificiais:

BRASIL (2010) preconiza o isolamento do parasita por meio de cultura. Este método
permite a confirmacdo do diagndstico e a identificacdo da espécie envolvida. O material
obtido por meio de escarificacdo, puncdo ou bidpsia da lesdo tecidual deve ser inoculado em
meio de cultura Agar-sangue de Novy e Macneal modificado por Nicole (NNN). A
temperatura deve ser mantida entre 24 a 26° C, permitindo um bom crescimento em torno de 5
dias. Um resultado negativo somente deve ser liberado ap6s 30 dias de cultivo. Encontra-se a
forma promastigota. Segundo Montenegro (1926), a sensibilidade deste método é em torno de

50% para Leishmania (V.) braziliensis.
a.3 Inoculacdo em animais experimentais (Hamsters)

Método nao utilizado comercialmente, porém é baseado na inoculacdo do material

coletado das lesdes das patas posteriores ou focinho do hamster Mesocricetus auratus.
b) Exames imunoldgicos
b.1 Intradermorreacdo de Montenegro ( IDRM):

E uma reacdo de hipersensibilidade tardia de alta sensibilidade e especificidade para
LTA e representa importante exame complementar no diagnoéstico em regides endémicas.
Segundo Furtado (1980) a sensibilidade oscila entre 86 e 100% e a especificidade de
aproximadamente 100%, porém héa controvérsias na literatura quando se discute sensibilidade
e especificidade desta técnica. Shaw et al., (1975) defende a possibilidade de reagdo cruzada
em casos de Doenca de Chagas e em individuos curados de leishmaniose visceral. Pode ser
negativo em lesbes recentes, na forma cutdnea anérgica difusa e em pacientes

imunossuprimidos.
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A técnica do teste € baseada na injecdo intradérmica de 0,1 ml do antigeno soltvel de
promastigotas mortas de Leishmania amazonensis (MELO et al., 1977) a 3cm da dobra
cubital do antebrago seguida da realizacdo de leitura apds 48 horas. Induragdo acima de 5mm
corresponde a um resultado positivo e sua positividade ndo distingue infecgdo atual de

infeccdo passada.
b.2 Sorologia (Imunofluorescéncia indireta e ELISA):

A sorologia mais usada € a Imunofluorescéncia indireta (IFI). O Ministério da Saude
do Brasil (2007) defende que nas lesdes ulceradas por L (V.) braziliensis a sensibilidade da
IFI é de 70%, no primeiro ano da doenca, enquanto que, nas lesdes por L(V.) guyanensis a

sensibilidade é menor.

Silveira et al., (1999) obtiveram 26,7% de positividade em pacientes humanos com a
doenca, sendo que no grupo sem histéria prévia para LTA, a positividade foi de 4%. Neste
ultimo grupo, foi realizada sorologia para doenca de Chagas, que revelou positividade em

22,73%, sugerindo reacao cruzada com outros tripanossomatideos.

A técnica de Elisa é mais especifica do que a imunofluorescéncia indireta, porém nao

esta disponivel com facilidade.
c) Histopatoldgicos
c.1 Hematoxilina-eosina( HE):

Magalhaes et al., (1986) estudaram 378 casos de leishmaniose tegumentar americana
causados pela Leishmania( V.) braziliensis, encontrando o parasita em 63,7% das lesdes
cutaneas e em 37,5% das lesbes mucosas. O diagndstico histopatolégico de certeza s6 é
possivel mediante o achado dos parasitas. Caso contrario, as alteragcGes anatomopatoldgicas

sdo, no maximo, sugestivas do diagnaostico.
c.2 Imunohistoguimica:

Weigle et al., (1987) defende o uso da técnica de imunohistoquimica no diagnostico

da leishmaniose tegumentar americana, podendo-se identificar as formas amastigotas.
d) Moleculares

d.1 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR):



32

E um exame que permite amplificar em escala exponencial sequéncias de DNA da
leishmania. Segundo Brujin e Barker (1992), o PCR pode detectar quantidades tdo pequenas
guanto um fentograma do parasita. Gontijo (1997) detectou em nosso meio uma sensibilidade
de 98,41% e especificidade de 95,59% no diagnostico da LTA, representando o método de

escolha no diagnostico da LTA.

1.8 TRATAMENTO

As drogas de primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes (Sbh+5), estando
disponivel no Brasil: o antimoniato-N-metil-glucamina (Antimoniato de meglumina) e o

estibogluconato de sodio.

O antimoniato de meglumina (Glucantime 405 MG / 5 ml) é administrado conforme as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de saude (OMS), conforme tabela abaixo:

Tabela 2 - Esquema terapéutico preconizado para as diversas formas clinicas de LTA

Forma Clinica Dose Tempo de Duracéo

Leishmaniose Cutanea 10-20 mg/Sb**/kg/dia 20 dias
Recomenda-se 15 mg/Sh+5/kg/dia

Leishmaniose Cutanea Difusa | 20 mg/Sh*/kg/dia 20 dias

Leishmaniose Mucosa 20 mg/Sb**/kg/dia 30 dias

Fonte: SVS - Manual de Leishmaniose Tegumentar Americana, 2006.

Apos a cura clinica das lesbes cutaneas, o paciente pode permanecer curado, reativar

lesGes cicatrizadas ou complicar com a forma mucosa.

Tratamentos incompletos ou irregulares, além do fendmeno de cicatrizacdo espontanea

associam-se com maior risco de complicacdes mucosas (BRASIL, 2010).

1.9 PROFILAXIA

Além das mudancas ambientais provocadas pelo homem, a grande diversidade de
reservatorios, vetores e espécies de Leishmania favorecem as dindmicas mudangas nos

padrdes epidemiologicos da doencga, dificultando a¢des de controle desta antropozoonose.

Deteccdo precoce de casos suspeitos, aliada a tratamento imediato dos doentes
diagnosticados favorece a redugédo do impacto da expanséo desta patologia. Algumas medidas

contribuem para a reducdo a exposicdo aos vetores, tais como usar roupas que cubram a
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superficie exposta do corpo, repelentes, evitar os horarios de maior circulacdo dos
flebotomineos (BRASIL, 2010).

1.10 LEISHMANIA RNA VIRUS

O primeiro relato de virus infectando protozoarios foi descrito na Entamoeba
histolytica por Miller em 1960. Subsequentemente, nas seguintes décadas, virus RNA de fita
dupla foram associados a Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis (WANG; WANG, 1986).

Apenas em 1988, Tarr et al., registraram estes virus na Leishmania.

Em 1992, Guilbride et al isolaram virus da leishmania em 12 cepas de L (V.)
braziliensis e L (V.) guyanensis, em amostras provenientes da bacia Amazdnica, denominado-
os de Leishmania RNA virus 1 (LRV 1). No mesmo ano, Stuart et al., identificaram a sua
sequéncia completa, correspondendo a uma sequéncia de 5284 nucleotideos.

Conforme Gupta et al., (2007), a familia Totiviridae engloba trés géneros de virus
RNA de cadeia dupla: Totivirus, Giardiavirus e Leishmania virus. Trata-se de um virus RNA
de fita dupla, de 5,7 Kb de comprimento, pertencente a familia Totiviridae, que ao parasitar o
protozoério, teria um suposto papel amplificador da resposta inflamatdria aos antigenos da
Leishmania e ao mesmo tempo agiria subvertendo a capacidade de resolucdo da infecgéo
pelos macrofagos do hospedeiro humano (TARR et al., 1988).

Saiz et al., (1998) demonstrou que o LRV 1 existe em pecas de bidpsia cuténea antes
da manipulacdo em cultivo de laboratorio, comprovando assim a existéncia “in vivo” deste
virus infectando a leishmania, derrubando a hipotese dele se tratar de um artefato laboratorial.
Neste estudo o LRV1 foi encontrado em 2 (18%) de 11 amostras. Ogg et al., (2003)
encontrou 0 LRV em 12 (25,5%) de 47 amostras de lesbes cutdneas em atividade, em
processo de cicatrizacdo ou cicatrizadas, além de 1 caso de cutdneo-mucosa. Tal trabalho ndo
achou associacdo entre o nimero de copias do LRV com a forma clinica, porém ndo foram
identificadas as respectivas espécies de leishmania e nem descritas caracteristicas intrinsecas

de cada lesdo como numero de ulceras, localizagdo ou diametro.

Salinas (1996) afirma que o Leishmania RNA virus tipo 1 (LRV 1) coinfecta cepas de
L(V.) braziliensis e L.(V.) guyanensis e Wildmer et al., (1995) relata que algumas cepas de L
(V.) guyanensis e L (V.) braziliensis estdo persistentemente infectadas por este virus RNA de

fita dupla, ndo envelopado. A L.(L.) major é infectada pelo Leishmania RNA virus tipo 2
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(LRV 2). Estes dois virus apresentam divergéncias geneticas e co-evoluiram com as

respectivas espécies de Leishmania, no Novo e Velho Mundo, respectivamente.

Ives et al., (2011) relacionaram altas cargas de LRV1 como fator que favorece a
persisténcia parasitéria, capacidade de evasdo e de metastase da Leishmania . Defende que as
cepas metastatizantes de Leishmania (V.) guyanensis para mucosas, sdo portadoras de uma
alta carga de LRV1.

Pereira et al., (2013) em seu estudo de 48 casos, pesquisaram a presenc¢a do LRV1 em
40 pacientes oriundos de regido endémica do Rio de Janeiro e em 8 pacientes das regides
Norte e Nordeste do Brasil. Ndo encontraram a presenca do LRV1 nas cepas de L.(V.)
braziliensis do estado Do Rio de Janeiro, mesmo em casos de LCM, tendo encontrado o virus
apenas em 2 casos das infecgdes por L.(V.) guyanensis da regido Norte. Estes 2 pacientes
apresentaram recidiva apos a cura clinica de suas lesbes primarias. Tal achado sugere que as
cepas da regido do Rio de Janeiro podem ndo apresentar a coinfeccdo com o LRV-1,
parecendo haver distribuicdo geogréfica limitada & regido Norte. A recidiva nos 2 casos
coinfectados pelo LRV-1 levanta a suspeita de que o virus possa ter participacdo na nao

resolucdo da doenca.

O papel deste virus na patogenia da LTA permanece enigmatico, sendo necessarios

maiores avangos no entendimento desta endossimbiose.

2 JUSTIFICATIVA

Os mecanismos patogénicos envolvidos na LTA ainda ndo se encontram totalmente
esclarecidos e a utilizacdo de marcadores prognosticos confiaveis deve contribuir para um
melhor entendimento do desfecho clinico de cada caso. A identificacdo dos pacientes cujo
parasita infectante esteja associado a um risco elevado de inducdo das formas mais graves,
reforcaria a adocdo de medidas alternativas de tratamento, uma vez que todas as formas

clinicas iniciais sdo tratadas igualmente com o antimoniato de meglumina.

A presenca do LRV infectando espécies de Leishmania é capaz de interferir na forma

de apresentacdo clinica da LTA?

Inimeros estudos tem sugerido que o LRV atua como cofator determinante da forma

hiperérgica mucocutanea. Ao parasitar o protozoario, teria um suposto papel amplificador da
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resposta inflamatdria aos antigenos da Leishmania e ao mesmo tempo agiria subvertendo a
capacidade de resolucdo da infeccdo pelos macréfagos do hospedeiro humano (TARR et al.,
1988).

Ives et al., (2011) confirmaram que cepas metastatizantes de Leishmania guyanensis
apresentam altos niveis de RNA do LRV e maior capacidade de ativar citocinas inflamatorias,

favorecendo a ocorréncia de formas mucosas.

Cantanhéde (2013) em sua dissertagdo de mestrado encontrou a presenca do LRV nas
lesGes mucosas em 56% dos casos, no estado de Ronddnia. Deste modo, apesar de néo ser o
unico elemento determinante na evolucdo dos doentes, a presenca do LRV constitui um

importante fator ligado a casos de LCM.

Habitualmente, a forma cutanea antecede as formas mucosas de LTA. J& na forma
cuténea inicial da LTA, teria o LRV capacidade de influenciar as caracteristicas clinicas
destas lesdes? Llanos-Cuentas (1984) associaram possivel maior risco de desenvolvimento de
lesbes mucosas em pacientes com lesdes cutaneas maltiplas e extensas, duracdo prolongada e

localizacdo acima da cintura pélvica.

De um lado, a presenca do LRV apresenta uma maior tendéncia de complicacdo
mucosa e por outro, as caracteristicas das lesdes, possivelmente podem representar um pior
progndstico, de carater metastatizante. O cruzamento destas informacgdes, LRV e padrdo
inicial das lesGes cutaneas, pode fornecer um importante avanco na avaliacdo prognostica

destes doentes.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Descrever a presenca do LRV-1 parasitando espécies de Leishmania, e associando-a

com as diferentes formas de apresentacgéo clinica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar as formas clinicas de Leishmaniose tegumentar americana (LTA),
caracterizando-as em cutaneas puras (Unica, multipla, disseminada e forma recidiva cutis),

cutanea anérgica difusa, cutdneo-mucosa (tardia, concomitante e contigua) e mucosa
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(primaria e indefinida), dentro do universo de pacientes que comparecerem espontaneamente
e que forem referenciados ao ambulatorio de dermatologia do Centro de Medicina Tropical de

Ronddnia (CEMETRON), que é referéncia estadual para casos de LTA.
- Identificar as espécies de Leishmania causadoras de cada caso clinico;

- Determinar se estas espécies de Leishmania estdo infectadas pelo LRV-1, através de
estudo PCR, associando com a apresentacdo clinica de cada caso, levando-se em conta
caracteristicas das lesbes como numero, localiza¢do, didmetro da Glcera maior ou menor do

gue 2,5 cm e presenca ou auséncia de adenomegalia.

4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Pesquisa observacional, transversal e descritiva.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido na cidade de Porto Velho, capital do estado de Rondonia,
situada na margem direita do Rio Madeira, situada a 85 metros acima do nivel do mar, clima
tropical super umido predominante, area territorial de 34 mil Km2, com populagdo estimada
em 484.992 mil habitantes em 2013, conforme estimativa do IBGE em 2010.

A sede fisica do trabalho foi realizada no ambulatério de dermatologia do
CEMETRON, sendo é um hospital de 100 leitos que funciona como centro de referéncia me
medicina tropical para o estado de Ronddnia. Seu raio de abrangéncia é de aproximadamente

250 km e a populacdo diretamente coberta pelo servico é de cerca de 480 mil habitantes.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

No periodo compreendido entre os meses de abril a setembro de 2013, foram triados
todos os casos de doenca cutanea com duracdo menor do que seis meses que compareceram
espontaneamente ou que foram referenciados ao Ambulatério de Dermatologia do hospital
CEMETRON. Os pacientes foram atendidos diariamente de segunda a sexta feira e avaliados
por sua historia clinica e epidemioldgica. Os casos com exame laboratorial positivo, tanto na
pesquisa direta de Leishmania e/ou por biologia molecular — PCR, foram incluidos na

pesquisa e tratados conforme protocolo padronizado do Ministério da Satde (BRASIL, 2010).
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Em todos os pacientes foram realizados testes sorologicos (ELISA) para pesquisa de HIV,
seguindo recomendacdes da portaria n° 59 de 28 de janeiro de 2003 do Ministério da saude
(BRASIL, 2003). As sorologias para HIV foram realizadas no laboratério do Hospital
CEMETRON, em Porto Velho, Rondonia.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com faixa etéria entre 12 e 80 anos, com
suspeita clinica de LTA e que aceitaram as condic¢des do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Nos casos de menores, a inclusdo foi realizada somente apds permissao

de um maior responsavel.
4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os casos:

Criancas menores de 12 anos
Gréavidas

Indigenas

Doentes mentais

Incapazes

Duracdo da doenca acima de 6 meses

N o a ~ wDd e

Né&o coleta da amostra para PCR
4.6 PROCEDIMENTOS DE COLETA

Apdbs cumprirem os critérios de inclusdo e excluséo e assinarem o TCLE, os pacientes
atendidos no Ambulatério de Dermatologia do hospital CEMETRON, foram submetidos a um
formulario especifico que tinha por finalidade coletar informacdes dos mesmos, investigando

a historia clinica e epidemiolégica, conforme apéndice B.

Apoés preenchimento do formulario, os pacientes foram submetidos a coleta de
material da lesdo cutanea com escova cervical estéril e posteriormente essa amostra foi
submetida a estudos moleculares, com o objetivo de confirmar a infeccdo e identificar a

espécie de Leishmania e LRV.

O estudo foi realizado em perfeita sincronizagdo entre a equipe de Dermatologia

ambulatorial do CEMETRON, localizado na cidade de Porto Velho - Rond6nia e o apoio



38

logistico dos laboratorios de Epidemiologia Genética e Biotecnologia da FIOCRUZ RO, que
ja dispdem de técnicas de detec¢do do Leishmania RNA virus (RT- PCR- Reacdo em cadeia

de polimerase com transcricao reversa).
4.7 CLASSIFICACAO CLINICA

A classificacdo clinica da forma cutanea dos pacientes foi realizada com base no
trabalho de Turetz et al., (2002), onde a LCDB foi descrita como a presenga de 10 ou mais
lesbes, com mdaltiplos padrbes (papulares, nodulares, acneiformes e ulceradas) em 2 ou mais
regides distintas do corpo (cabeca, tronco, braco e pernas) e as formas localizadas como
nimero menor do que 10 lesdes em qualquer regido do corpo ou numero maior do que 9 na
mesma regido corporal. J4 a LCAD, foi caracterizada como a presenca de inimeros nodulos
ndo ulcerados. Costa et al., (2009) definem a forma recidiva cltis como a presenca de lesdes

nodulares, em torno ou no interior de uma cicatriz prévia por Leishmania.

Dentro do universo da LCL, os doentes foram divididos em portadores da LCLU,

guando apresentavam uma Unica lesdo e em LCLM, quando possuiam mais de uma lesao.

Quando houve acometimento de mucosas, estas foram classificadas em LCM,
caracterizada pelo envolvimento associado de pele e mucosas ou LM, quando o envolvimento

mucoso se deu de maneira isolada.
4.8 TESTES MOLECULARES

O material coletado foi estocado imediatamente em solucdo de RNALater® (Ambion)
para preservar os acidos nucleicos e transportadas ao Laboratorio de Epidemiologia Genética

da Fiocruz a temperatura ambiente.
4.8.1 Extracdo de DNA e RNA

As extracdes de DNA e RNA foram realizadas utilizando os kit’s comerciais Purelink
Genomic DNA Mini  Kit (Invitrogen®) e Purelink RNA Mini Kit (Ambion®)
respectivamente, seguindo-se as recomendagdes do fabricante. O DNA extraido foi utilizado
para as reacdes em cadeia da polimerase para a confirmacdo da infeccdo por Leishmania,

enquanto o RNA foi utilizado para deteccdo do Leishmania RNA virus.

4.8.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Transcricdo Reversa (RT-PCR)
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A PCR para confirmacéo da infeccdo foi realizada tendo como alvo a amplificacdo de
parte do gene da proteina do choque térmico 70 (hsp70) conforme descrito por Da Graga em
2012 com adaptacbes. O fragmento amplificado na reagdo foi submetido a digestao
enzimética com duas enzimas de restricdo a fim de identificar a espécie de Leishmania que
estava causando a infeccdo. Apds a confirmacdo e caracterizacdo da espécie do parasita,
foram realizados os testes para deteccdo do virus. A partir do RNA extraido, foi sintetizado o
DNA complementar (cDNA), reacéo conhecida por Transcri¢cdo Reversa (RT-PCR) utilizando
uma enzima especifica. O cDNA foi submetido a uma PCR para amplificacdo de um
fragmento do LRV utilizando um par de iniciadores especificos. Os resultados das reacdes
eram visualizados em géis de Agarose (Figura 4) em diferentes concentracdes conforme o

tamanho dos fragmentos amplificados.

Figura 10 - Gel de Agarose par visualizacdo dos resultados do PCR
M 1 2 3 4 5 6 7

Gel de agarose a 2% corado com GelRed. M: marcador de peso molecular de 50 pares de bases; 1 a 4:
amostras positivas para Leishmania; 5: controle negativo da reacdo; 6: controle positivo da reacdo; 7:
Branco

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram inseridos e tabulados no software Microsoft Excel 2007,
depois analisados pelos softwares Epi Info (DEAN et al., 1994) versao 7 e Bioestat (AYRES
et al., 2007) verséo 5.0.

As variaveis quantitativas foram descritas através de médias e desvios-padrdo e as

variaveis qualitativas através de suas frequéncias.

Considerou-se como variavel dependente o LRV-1 positivo e como variaveis
independentes os seguintes fatores: sexo, procedéncia, localizagdo, didmetro, adenomegalia,

numero de lesBes e grupo etario. Empregou-se, inicialmente, a regressao logistica univariada.
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As variaveis entraram para o modelo maltiplo quando o seu nivel de significancia foi menor
do que 0,20. A entrada das variaveis na regressdo logistica maltipla seguiu o método stepwise

forward. O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05.

4.10 CONSIDERAGOES ETICAS

Os pacientes que procuraram atendimento no ambulatério de dermatologia do hospital
CEMETRON/CEPEM foram informados, durante a primeira consulta, de que seus dados
clinicos e laboratoriais registrados em prontuérios individuais e disponibilizados para estudos

cientificos.

Tal termo de consentimento ndo submeteu o paciente a sofrimento desnecessario, pois
tais recursos diagnosticos ja fazem parte das diretrizes do Ministério da Saude. De fato,
apenas facultou a participacéo do referido individuo na estatistica do trabalho, que vislumbra

um beneficio social futuro de grande repercussdo préatica na saude publica brasileira.

No caso desta pesquisa, a principio, foi obtido o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), assinado por todos os pacientes que aceitaram participar deste estudo. A
pesquisa foi realizada de acordo com os principios estipulados pela Assembleia Médica
Mundial de 1975 e do Ministério da Saude (Resolucdo 196/1996). O projeto foi submetido e
aprovado pela Comisséo de Etica do CEPEM (ANEXO 1).

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO DO ESTUDO

No periodo de abril a setembro de 2013, foram atendidos 41 pacientes com quadro
clinico sugestivo de LTA e com evolu¢do menor do que 6 meses. Todos foram confirmados
por meio de pesquisa direta do parasita e/ou pela PCR, sendo que 8 destes foram excluidos

por ndo terem comparecido a coleta de amostra para PCR, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 - Pacientes excluidos do estudo por ndo coletar a amostra para PCR

Pacientes com LTA Pacientes excluidos Pacientes incluidos
41 8 33
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Dos casos estudados, 28 (84,9%) eram do sexo masculino e 5 (15,1%) eram do sexo

feminino, conforme tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo dos casos em relagcdo ao sexo

Sexo NUmero (%)
Feminino 5 (15,1%)
Masculino 28 (84,9%)
Total 33

Observou-se que a faixa etéria variou entre 13 a 61 anos, com idade média e desvio
padrdo de 36,0 £ 14,6 anos. Houve maior nimero de casos entre adultos jovens (20 a 49
anos), y° = 11,455; valor-p = 0,0033, tendo sido observados 20 (60,6%) pacientes. Em idosos
acima de 50 anos, houve 8 (24,2%) e em pacientes abaixo de 20 anos apenas 5 (15,2%) casos.
A classe abaixo de 20 anos somada ao grupo de acima de 50 anos resultou em 13 (39,4%)

doentes. A distribuicdo etaria € demonstrada na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuigdo de casos em relagdo a faixa etaria

Idade NUmero (%)
< 20 anos 5 (15,2%)
20 a 49 anos 20 (60,6%)
> 50 anos 8 (24,2%)
Total 33

Mais da metade dos individuos adquiriu a doenca em focos rurais, no interior do
estado de Ronddnia, onde ocorre ciclo de transmisséo silvestre, totalizando 22 casos (66,7%).
Os pacientes procedentes de Porto Velho somaram 11 casos (33,3%), porém todos com
concomitante atividade no meio silvestre como extrativismo, desmatamento, pesca, caca,
ecoturismo, treinamento militar, retiros religiosos em fazendas, etc. A procedéncia € ilustrada

na tabela 6.
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Tabela 6 - Distribuicdo dos casos quanto a procedéncia

Procedéncia Numero (%)
Rural 22 (66,7%)
Capital 11 (33,3%)
Total 33

5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA POPULACAO

Observou-se que 32 (96,9%) individuos deste estudo eram portadores da forma
cutdnea pura, havendo envolvimento mucoso concomitante em 1 (3,1%) Unico portador da

LCDB, mas nenhum caso da forma recidiva cUtis, mucosa ou anérgica.

De acordo com a classificacdo clinica de Turetz et al., (2002), constataram 31 casos de
LCL, sendo 20 (60,7%) com a forma cuténea localizada Unica e 11 (33,3%) da forma cuténea

localizada mdltipla, somando 94%, e 2 (6,0%) da LCDB, devidamente registrada na tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicdo de casos conforme forma clinica de LTA

Forma clinica de LTA NUmero (%)
LCL Unica 20 (60,7%)
LCL multipla 11 (33,3%)
LCDB 2 (6,0%)
Total 33

O aspecto clinico destas ulceras foi o classico, havendo bordas elevadas, fundo

granuloso, exsudativo e indolor.

Em relacdo a localizacdo, 12 (36,3%) apresentaram lesbes exclusivamente acima da
cintura pélvica e 16 (48,5%) com lesdes exclusivamente abaixo da mesma. Nesta amostra,
predominaram as lesbes em membros inferiores totalizando 21 individuos (63,7%), de modo
que 5 (15,2%) apresentaram simultaneamente Ulceras abaixo e acima da cintura pélvica. A

localizacdo das Ulceras pode ser avaliada na tabela 8.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos casos conforme localizacdo das lesbes

Localizacdo das ulceras Numero (%)
> Cintura pélvica 12 (36,3%)
< Cintura pélvica 16 (48,5%)
< e > Cintura pélvica 5 (15,2%)
Total 33

Na primeira consulta, observou-se a presenca de infec¢do bacteriana secundaria em 7
(21,2%) das Ulceras cutaneas, traduzindo-se pela presenca de secrecdo purulenta e crostas

melicéricas.

Em relacdo ao didmetro das lesdes, o tempo médio de evolugdo das Ulceras foi de 32
dias (x 7 dias). 15 (45,5%) pacientes evoluiram com Ulceras acima de 2,5cm de didmetro e 18
(54,5%) abaixo de 2,5 cm. As Ulceras com diametro acima de 2,5 cm de diametro
predominaram em membros inferiores, somando 9 (60%) das 15 lesbes. As Ulceras com
didmetro abaixo de 2,5 cm predominaram acima da cintura pélvica totalizando 11 (61,1%) das

18 feridas. Distribuicdo baseada no didametro, conforme tabela 9.

Tabela 9 - Distribuicdo de casos conforme didametro das Ulceras

Diametro das Ulceras Numero (%)
>25cm 15 (45,5%)
<25cm 18 (54,5%)
Total 33

Adenomegalia e linfangite satélites ocorreram em 20 (60,6%) dos avaliados, conforme
tabela 10.

Tabela 10 - Distribuigé&o dos casos conforme adenomegalia

Adenomegalia NUmero (%)
Presente 20 (60,6%)
Ausente 13 (39,4%)

Total 33
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5.3 EXAMES LABORATORIAIS

Todos os pacientes deste estudo foram submetidos a exame triagem soroldgica para

HIV, que resultou negativa.

Todos os pacientes que obtiveram pesquisa direta positiva, também o foram na técnica
da PCR. Em apenas 5 (15,2%) pacientes ndo foi possivel verificar o parasita atraves da
pesquisa direta nas lesbes, estando a sensibilidade deste método nas Ulceras cuténeas
estudadas com menos de 6 meses de evolucédo, na casuistica deste estudo, em torno de 84,8%,
conforme tabela 3. Nestes 5 pacientes, o tempo de evolucdo das Ulceras variou entre 5 a 90
dias (média de 44 dias) e em relacdo a espécie de Leishmania causadora, 3 foram pela
Leishmania (V.) braziliensis e 2 pela Leishmania (V.) guyanensis. A sensibilidade da pesquisa

direta € demonstrada na tabela 11.

Tabela 11 - Percentual de positividade conforme método diagndstico utilizado

Positivos Negativos

Método diagndstico NGmero (%) NGmero (%) Total
Pesquisa direta 28 (84,8%) 5 (15,2%) 33 (100%)
PCR 33 (100%) 0 (0%) 33 (100%)

Foi possivel a identificacdo da espécie de Leishmania em todas as amostras,
destacando-se a Leishmania (V.) braziliensis com 24 (72,7%), seguida da Leishmania (V.)
guyanensis com 8 (24,3%) e da Leishmania (V.) shawi com 1 (3,0%) Unico caso. As duas
formas disseminadas bordelines foram geradas por Leishmania (V.) braziliensis. A

distribuicdo das espécies € realizada na tabela 12.

Tabela 12 - Distribuicdo dos casos conforme a espécie de Leishmania

Espécie de Leishmania NUmero (%)
L. (V.) braziliensis 24 (72,7%)
L. (V.) guyanensis 8 (24,3%)
L. (V.) shawi 1 (3,0%)

Total 33
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5.4 ASSOCIACAO CLINICO-LABORATORIAL

Dentro do universo de 24 pacientes infectados pela Leishmania (V.) braziliensis ,15
(62,5%) possuiam uma Ulcera, 7 (29,2%) possuiam 2 a 10 ulceras e 2 (8,3%) possuiam mais
de 10 ulceras. Em relagdo aos infectados pela Leishmania (V.) guyanensis, que somaram 8,
metade incluiu uma Ulcera e a outra metade incluiu 2 a 10 Ulceras. A Leishmania (V.) shawi
infectou apenas um doente com uma unica Ulcera. A relacdo das espécies com 0 nimero de

Ulceras pode ser observada na tabela 13.

Tabela 13 - Distribuicdo dos casos por L. (V.) braziliensis e Leishmania (V.)

guyanensis conforme nimero de Ulceras

Espécie Numero de Ulceras Numero (%)
1 15 (62,5%)
Leishmania braziliensis 2 — 10 Ulceras 7 (29,2%)
> 10 ulceras 2 (8,3%)
1 4 (50%)

Leishmania guyanensis )
2 —10 Ulceras 4 (50%)

As lesdes causadas pela espécie Leishmania (V.) braziliensis associaram-se mais com
Ulceras menor do que 2,5 cm e as lesGes geradas pela Leishmania (V.) guyanensis com ulceras

maiores que 2,5 cm, devidamente demonstrado na tabela 14.

Tabela 14 - Distribuicdo do Numero de Casos correlacionando o diametro da Ulcera

com as espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis

Diametro > 2,5 cm Diametro < 2,5 cm

Especie NGmero (%) NUmero (%) Total
Leishmania (V.) braziliensis 9 (37,5%) 15 (62,5%) (1023%)
Leishmania (V.) guyanensis 5 (62,5%) 3 (37,5%) (10?)%)

O LRV1 foi encontrado em 8 (24,2%) amostras de Leishmania tendo sido
convencionado que o grupo A representa os pacientes infectados pelo LRV1 e o grupo B os

ndo infectados pelo virus.
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No grupo A, os 8 (100,0%) pacientes eram do sexo masculino. A faixa etaria variou
entre 13 a 58 anos com idade meédia e desvio padrdo de 36,2 £ 20,2 anos, sendo que 7 (87,5%)
pacientes apresentaram idade abaixo de 20 anos ou acima de 50 anos e apenas 1 (12,5%)
possuia idade entre 20 a 49 anos. 5 (62,5%) individuos eram provenientes do meio rural e 3
(37,5%) da capital. Avaliando-se o numero de ulceras, 3 (37,5%) pacientes cursaram com
uma Ulcera e 5 (62,5%) com mais de duas Ulceras. 5 (62,5%) das 8 amostras foram
provenientes de Ulceras acima da cintura pélvica. 6 (75,0%) pacientes possuiam ulceras com
didmetro maior do que 2,5 cm e apenas dois (25,0%) evoluiram com Ulcera de didmetro
menor do que 2,5cm, sendo que um destes era portador da forma disseminada borderline
somando vinte feridas. 5 (62,5%) pacientes possuiam adenomegalia. O LRV 1 associou-se
com Leishmania (V.) braziliensis em 6 (75,0%) e em 2 (25,0%) doentes com Leishmania (V.)

guyanensis.

No grupo B, foram encontrados 25 (75,8%) pacientes. 20 (80%) eram do sexo
masculino e 5 (20%) do sexo feminino. A faixa etéria variou entre 14 a 61 anos, com idade
média e desvio padrdo de 35,9 = 12,6 anos, sendo que 6 (24,0%) pacientes apresentaram idade
abaixo de 20 anos ou acima de 50 anos e 19 (76,0%) possuia idade entre 20 a 49 anos. 17
(68,0%) individuos eram provenientes do meio rural e 8 (32,0%) da capital. Avaliando-se o
namero de Ulceras, 17 (68%) pacientes cursaram com uma Ulcera e 8 (32%) com mais de duas
Ulceras. 12 (48,0%) das 25 amostras foram provenientes de Ulceras acima da cintura pélvica. 9
(36,0%) pacientes possuiam Ulceras com diametro maior do que 2,5 cm e 16 (64,0%)
evoluiram com Ulcera de diametro menor do que 2,5cm. 15 (60,0%) pacientes possuiam
adenomegalia.  Leishmania (V.) braziliensis foi identificada em 18 (72%) pacientes,
Leishmania (V.) guyanensis em 6 (24%) e a Leishmania (V.) shawi em 1 (4%). Os dados dos

grupos A e B estdo ilustrados na tabela 15.
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Tabela 15 - Caracteristica clinicas e socio demograficas associadas ao grupo de

pacientes portadores de LTA infectados pelo LRV-1 e ndo infectados pelo LRV-1

Caracteristicas Numero  LRV-1 positivo LRV-1 negativo
(Grupo A) (Grupo B)

Sexo

Masculino 28 8 (100%) 20 (80%)

Feminino 5 0 (0%) 5 (20%)

Idade

< 20 anos e > 49 anos 13 7 (87.5%) 6 (24%)

20-49 anos 20 1 (12,5%) 19 (76%)

Procedéncia

Rural 22 5 (62,5%) 17 (68%)

Capital 11 3 (37,5%) 8 (32%)

Numero de lesdes

1 leséo 20 3 (37,5%) 17 (68%)

> 2 lesOes 13 5 (62,5%) 8 (32,0%)

Localizagdo das lesdes

> cintura pélvica 17 5 (62,5%) 12 (48,0%)

Outras Localizagdes 16 3 (37,5%) 13 (52,0%)

Diametro

>25cm 15 6 (75,0%) 9 (36,0%)

<25cm 18 2 (25,0%) 16 (64,0%)

Adenomegalia

Sim 20 5 (62,5%) 15 (60,0%)

Né&o 13 3 (37,5%) 10 (40,05)

Espécie de Leishmania

L. (V.) braziliensis 24 6 (75,0%) 18 (72,0%)

L. (\V.) guyanensis 8 2 (25,0%) 6 (24,0%)

L. (V.) shawi 1 0 (0%) 1 (4,0%)

Na Tabela 16, observam-se os detalhes da analise univariada realizada com todas
variaveis envolvidas no estudo. As varidveis diametro, niamero de lesbes e grupo etario foram
selecionadas para 0 modelo multiplo, uma vez que tiveram um nivel de significancia menor
do que 0,20.
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Tabela 16 - Analise univariada das variaveis estudadas para a presenca do LRV-1

Fatores de risco Odds Ratio  Intervalo de Confianca p-valor
Sexo 0.00 0-1,0x10% 0,97
Procedéncia 0,78 0,15-4,12 0,77
Localizacéo 1,81 0,35-9,24 0,48
Diametro 6,38 1,05 — 38,85 0,04
Adenomegalia 1,11 0,22 -5,72 0,90
Numero de lestes 3,54 0,67 — 18,62 0,14
Grupo etério 0,04 0,00-0,44 0,01

Os resultados da andlise de regressdo logistica multipla mostraram que somente a
idade (OR = 0,04; 1C95%: 0,01 — 0,44) se manteve estatisticamente associado com a
positividade para o LRV-1, ou seja, ha uma chance de 25 vezes menor de possuir LRV-1
positivo se a pessoa estiver na idade entre 20 a 49 anos, p-valor = 0,01, como demonstrado na
tabela 17.

Tabela 17 - Regressao logistica multipla dos fatores de risco para a positividade do
LVR-1

Fatores de risco Odds Ratio Intervalo de Confianga  p-valor

Diametro 4,02 0,46 — 35,07 0,21
Ndmero de lesdes 3,97 0,46 — 34,35 0,21
Grupo etéario de 20 0,04 0,01 0,44 0,01
a 49 anos
6 DISCUSSAO

A LTA constitui um sério e negligenciado problema de sadde publica mundial,
estando distribuida em varios paises do globo terrestre, havendo mais de 350 milhGes de

pessoas com risco de adquirir esta infeccdo, segundo VVon Stebut, 2007.
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Progndstico significa prever o futuro curso de uma doenca. Royston (2009) enfatiza
que prognosticar é prever acuradamente a evolucdo da doenca, facilitando a orientagédo e
aconselhamento dos doentes. Em relacdo a LTA, é possivel o estabelecer o diagnostico e
implantar a terapéutica especifica. No entanto, ndo se tem dominio pleno da evolucdo clinica

destes doentes, havendo pouca consisténcia na literatura.

Este estudo analisou a conexdo da infeccao pelo LRV-1 e a apresentacéo clinica inicial
com menos de 6 meses, tendo em vista caracteristicas das Ulceras cutaneas como: nimero de
lesbes ulceradas; localizagdo acima da cintura pélvica versus outras localiza¢@es; didmetro da
area ulcerada maior ou menor do que 2,5 cm e presenga ou auséncia de adenomegalia
concomitante. Também teve o cuidado de identificar as espécies de Leishmania infectantes,

visando fazer correlacbes mais amplas.

Molinet (2013) em sua tese de doutorado estudou 178 pacientes levando-se em conta
falha terapéutica em pacientes tratados com antimoniato de meglumina versus algumas
caracteristicas clinico-laboratoriais como: localizacdo das lesdes acima da cintura pélvica
versus outras localizagOes; area ulcerada com diametro > a 2,5cm?; diametro da reacdo de
Montenegro < a 15 mm; aparecimento de acometimento linfatico antes da lesdo cuténea e
presenca de qualquer outro sintoma nas leses de pele. Na amostra estudada por Molinet, as
variaveis acima demonstraram independentemente associacdo significativa ao desfecho de
falha terapéutica, porém ndo foi possivel estabelecer um escore de progndstico que pudesse
ser utilizado de maneira simples em condi¢bes de campo. Este estudo avaliou a resposta
clinica dos doentes ao final de 90 dias do término do tratamento, porém ndo avaliou o
comportamento dos mesmos a longo prazo, ou seja, em termos de anos, limitando conclusdes

mais amplas a respeito do desfecho clinico definitivo.

A falha terapéutica ao antimoniato de meglumina caminha paralelamente aos possiveis
efeitos da presenga do LRV-1 na LTA, uma vez que a falha ao tratamento inicial aumenta a
probabilidade de complicagdes mucosas, assim como a populacdo de Leishmania infectada

pelo LRV-1 tem maior poder metastatizante para mucosas, conforme Ives et al., (2011).

No grupo de avaliados, oito doentes foram excluidos do estudo por ndo ter sido
possivel a realizacédo da coleta de amostra para PCR, o que limitava a identificacdo da espécie
de Leishmania causadora e a pesquisa do LRV-1. Deste modo, estes oito pacientes tornaram-

se inviaveis para fins de analises, conforme objetivos do trabalho.
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A casuistica foi de apenas 33 casos, levando-se em conta os critérios de exclusao
estabelecidos e as condicBes climaticas de estiagem entre Abril a Setembro, época em que ha
uma diminuicdo de vetores e consequentemente queda no nimero de casos. Boecken (1996)
afirma que o numero de casos de LTA em Manaus aumenta com a subida do indice

pluviométrico.

Dentro do universo de 33 pacientes, 28 (84,9%) eram do sexo masculino. Coelho Neto
et al., (2012) realizaram um estudo epidemioldgico na cidade de Buriticupu no estado do
Maranhdo, detectando 85,7% de casos do sexo masculino. O sexo masculino é mais
acometido por fatores ocupacionais, favorecendo uma maior exposicdo na transmissao
extradomiciliar da doenca, que predomina no estado de Rondonia. Lainson et al., (1994)
defendem que o sexo feminino e criancas em idade pré-escolar apresentam maior nimero de
casos nas regifes onde se destaca 0 modelo de transmissdo domiciliar. Em estados, como o
Rio de Janeiro, onde se destaca a transmissdo peridomiciliar, a LTA ocorre de modo
semelhante em adultos e criangas de ambos os sexos (SABROZA, 1981).

Houve maior nimero de casos entre adultos jovens do meio rural, com idade variando
entre 20 a 49 anos, e menor expressividade nos grupos acima de 50 anos e abaixo de 20 anos.
Este achado reflete a relagcdo entre o trabalho rural e a idade economicamente ativa destes
profissionais do sexo masculino. Todos os pacientes deste trabalho estiveram intimamente

ligados ao contato silvestre, seja profissionalmente ou em atividades alternativas de lazer.

Nesta casuistica, 31 (94%) dos casos foram classificados como LCL, sendo Unica em
20 (60,7%) e maltipla (33,3%) em 11 doentes. Costa et al., (2009) afirmam que a LCL é a
forma mais comum, podendo ser Unica ou multipla (até 10 lesdes) e representa o
acometimento priméario da pele. Todas as espécies podem ocasionar a LCL, havendo
diferentes prevaléncias entre as espécies, de acordo com a regido geogréafica avaliada. Castro
et al., (2002), no periodo compreendido entre 1993 a 1998, avaliou um grupo de 316
pacientes com LTA no norte do Parana, encontrando 67% de LCL com uma Unica lesdo e

31% com lesbes multiplas, aproximando-se dos resultados encontrados em Rondénia.

Jones et al., (1987) relataram que no inicio da década de 70, a LCDB representava
apenas 0,2% dos casos. Turetz et al., (2002) em seu estudo de 2206 casos de LTA, relataram
que 42 (1,9%) eram portadores da LCDB, acometendo predominantemente o sexo masculino,

idade acima de 19 anos e agricultores. 12 (29%) dos 42 pacientes apresentaram envolvimento
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mucoso. O namero médio de ulceras foi de 18 por paciente. Nos 7 pacientes em que foi
possivel identificar a espécie, isolou-se a Leishmania (V.) braziliensis. Rosa (2012) em sua
tese de doutorado acompanhou 121 casos de LCDB na regido de Corte da Pedra na Bahia,
constatando acometimento mucoso em 50% dos individuos e em 97% das vezes, a

Leishmania (V.) braziliensis foi o agente etioldgico.

Em conformidade com a literatura, os 2 casos de LCDB pesquisados neste trabalho
foram gerados pela Leishmania (V.) braziliensis, que infectou agricultores masculinos e com
idade acima de 19 anos. O nimero médio de Ulceras foi de 17,5 Ulceras por doente. Nota-se
um nitido aumento da ocorréncia da LCDB ao longo das Ultimas décadas, sendo que neste
atual trabalho a ocorréncia somou 6% do total de individuos, destacando-se como uma forma

emergente de LTA.

Registrou-se um Unico caso de LCM, instalada concomitantemente a uma LCDB. Tal
fato é, em parte, justificado pelos critérios de exclusdo que eliminaram todos 0s casos com
mais de 6 meses de doenga. A limitagdo em 6 meses de evolugédo teve por objetivo restringir
o0s casos de LCM, que por sua vez tendem a ocorrer ap6s meses a anos da cicatrizacdo da
lesdo cutanea primaria. Houve também influéncia da prépria demanda do ambulatorio que é
de dermatologia, tendo a demanda dos casos de LCM sido dirigidos ao atendimento da
otorrinolaringologia. No entanto, a ocorréncia precoce, antes de 6 meses de evolugdo, do
acometimento mucoso ligou-se intrinsecamente a LCDB. A LCDB esté fortemente associada
a doenca mucosa (TURETZ et al., 2002). N&o se verificou a LCAD, pois nenhum caso foi

encontrado associado a Leishmania (L.) amazonensis, que é o agente desta forma.

Neste trabalho, dominou a ocorréncia da LCL com ulceras localizadas em membros
inferiores. Casqueiro (2012) avaliou na Bahia uma casuistica de 173 infectados pela LTA,
forma cuténea, detectando 113 (65,3%) portadores de uma Unica Ulcera, destacando-se a
localizagdo em membros inferiores, somando em torno de 50% dos casos. Estes dados
aproximam-se da estatistica deste trabalho onde a LCL com uma Unica Ulcera somou 20
(60,7%) casos, e como localizagdo destacaram-se 0s membros inferiores, totalizando 16
(48,5%), quando acometidos de maneira exclusiva. Quando as lesées em membros inferiores
foram somadas ao acometimento concomitante em outras regides, abaixo e acima da cintura
pélvica, o numero de envolvidos somou 21 (63,7%) doentes. Este achado correlaciona-se com

o tipo de transmissdo extradomiciliar, uma vez que o flebotomineo voa baixo e estes adultos
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permanecem na posicdo vertical durante sua jornada de trabalho (LEMOS et al., 2001).
Seguindo o modelo de transmissdo peridomiciliar classico, nesta pesquisa foi observado que 4
(80%) dos 5 pacientes com idade inferior a 20 anos cursaram com lesfes acima da cintura
pélvica, uma vez que estes pacientes ficam predominantemente na posic¢éo horizontal em seus
domicilios, favorecendo o alcance do flebotomineo a metade superior do corpo. Branddo et
al., (1999) afirmam que a domiciliacdo da LTA tem avancado nos ultimos anos e parece ser
uma tendéncia futura. Andrade (1997) em sua tese de mestrado afirma que os flebotomineos
sdo atraidos pelo ambiente domiciliar por causa da luz. O total de portadores de lesGes acima
da cintura pélvica somou 17 casos. Llanos-Cuentas (1984) associaram o envolvimento da
doenca acima da cintura pelvica como fator de risco para a LCM, porém ndo se conhece o
mecanismo fisiopatogénico deste evento. A cicatrizagdo das lesdes em membros inferiores é
mais demorada, pelo fato de que a densidade de anexos cutaneos € menor. Contrariando a
demora na cicatrizacdo com fator de risco para LCM, a localizacdo em membros inferiores
exibe menor risco de complicacdo mucosa, e € possivel que a proximidade da metade superior

do corpo com as mucosas nasal e oral facilite maior disseminagao.

A infeccdo bacteriana secundaria ¢ um fendmeno comum na LTA. Bactérias que
colonizam a superficie da pele passam a causar infec¢do, usando a Ulcera da LTA como porta
de entrada.

Em relacdo ao didmetro, o tempo médio de evolucdo das Ulceras foi de 61,5 dias (+
49,7 dias). Ocorreu um discreto maior numero de Ulceras com diametro menor do 2,5cm,
somando 18 (54,5%), ao passo que as Ulceras maiores do que 2,5cm somaram 15 (45,5%). As
Ulceras maiores predominaram abaixo da cintura pélvica, distinguindo-se das Ulceras
menores, que predominaram acima da cintura pélvica. Bafica et al., (2003) relatam que 0s
niveis de TNF sdo maiores em pacientes com a forma cutanea ndo responsiva ao antimoniato
de meglumina. Oliveira et al., (2011) analisaram 96 lesdes de pacientes com LCL,
constatando que o didmetro da lesdo correlacionava-se positivamente com a idade, tempo de
cicatrizacao, producédo de TNF-a e nimero de ciclos com antimoniato de meglumina. Belkaid
et al., (2000) afirmam que o maior pico de carga parasitaria pela Leishmania ocorre antes do
aparecimento da Ulcera, sugerindo que a Ulcera resulta muito mais da resposta imune do que
da carga parasitaria. Na andlise dos individuos pertencentes ao estudo em Rondonia, é
possivel que a localizagdo em membros inferiores tenha favorecido a ocorréncia de Ulceras

com didmetro acima de 2,5 cm por 2 motivos: 1. Menor quantidade de anexos cutéaneos que
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contribuem para cicatrizacdo, e 2. Efeito gravitacional, causando congestionamento na

circulacdo venosa em membros inferiores, contribuindo para o maior dano tecidual.

Lessa et al., (2007) citaram que na LTA por Leishmania (V.) braziliensis ha o
aparecimento de linfadenomegalia transitoria, dias ou semanas antes do aparecimento da lesao
cuténea, proximo ao local da inoculagcdo do parasito, caracterizando-se por ser indolor ou
pouco dolorosa. Isto sugere que exista uma disseminagdo precoce da Leishmania a partir do
ponto de inoculacdo cutaneo. Tem-se observado em Rondbnia que a linfadenomegalia é
dolorosa quando ha fenbmeno de infeccdo bacteriana secundéria nas lesbes, e ndo raramente
constata-se um padrdo de linfangite em rosario. Nao se pode afirmar o percentual exato de
pacientes em que a linfadenopatia ocorre, sobretudo quando se leva em questdo as multiplas
espécies de Leishmania envolvidas no desencadeamento da doenca. Machado et al., (2002)
referem que a relevancia deste sintoma na fisiopatologia da LCL nédo tem sido completamente
esclarecida. Barral et al., (1995), em uma area de transmissdo da Leishmania (V.) braziliensis,
acompanharam 10 portadores de LTA com adenomegalia prévia ao aparecimento das Ulceras,
sendo que 7 evoluiram com Ulceras e 3 involuiram espontaneamente. Este achado sugere que
a adenomegalia pode corresponder a uma manifestacao da LTA, podendo ou nédo evoluir para
doenga ulcerada propriamente dita. Esta adenomegalia ainda pode persistir em percentual
variavel concomitantemente as Ulceras cutaneas, pois Barral et al., (1992) detectaram
linfadenomegalia em 24 (66,7%) de 36 doentes com LTA por Leishmania (V.) braziliensis em
sua fase inicial sem tratamento, e neste grupo foram confirmados maior resposta imune
humoral e celular através das dosagens dos niveis de IgG e da reacdo intradérmica de
Montenegro, respectivamente. Oliveira et al., (2011) diagnosticaram adenomegalia em 56
(58,0%) pacientes dentro de um grupo de 96 individuos infectados com LCL. Sousa et al.,
(1995) constataram a ocorréncia de linfadenomegalia em 496 (77%) de 595 portadores da
LTA por Leishmania (V.) braziliensis e citam a ocorréncia de febre e hepatoesplenomegalia
neste grupo, estando associadas a disseminacdo da Leishmania, sugerindo um padrdo de
resposta imune alterado. Molinet (2013) em sua tese de doutorado detectou acometimento
linfatico em 144 (80,9%) de 178 pacientes. O acometimento linfatico ocorreu antes em 55
(38,4%), concomitante em 64 (44,7%) e ap0s a cicatrizacdo das ulceras em 25 (17,4%)
pacientes. Gontijo e Carvalho (2003) defendem a instalacdo de adenopatia em 12 a 30% dos
casos, porém sem diferenciar se esta adenomegalia tem instalacdo antes ou apds o

aparecimento das Ulceras. De fato, ha inUmeros relatos na literatura mencionando a ocorréncia
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de linfadenopatia, porém falta precisdo em determinar se tal ocorréncia interfere na evolucao
da doenca. Romero et al., (2001a) apontam que a linfadenopatia associada as lesdes cutaneas
confere fator de risco aumentado para falha terapéutica com recidiva da doenga. No atual
trabalho, encontrou-se uma ocorréncia de linfadenomegalia regional, com ou sem linfangite,
em 20 (60,7%) doentes com ulceras instaladas. Em 16 (80%) destes pacientes, houve
associacdo com Leishmania (V.) braziliensis e 4 (20%) associaram-se a Leishmania (V.)
guyanensis. Considerando os 24 casos ocasionados pela Leishmania (V.) braziliensis, a
linfadenopatia ocorreu em 16 (66%), e nos 8 casos ligados & Leishmania (V.) guyanensis, a
linfadenopatia ocorreu em 4 (50%). Barral et al., (1992) citam que o acometimento linfatico é
mais comum nas infec¢Bes por Leishmania (V.) braziliensis do que nos casos associados a

Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.) amazonensis.

Sorologia para HIV foi realizada em todos os individuos desta pesquisa, visando
excluir a influéncia do HIV na disseminacdo da doenga. De acordo com Guerra et al.,
(2011b), a coinfecgdo com o HIV favorece a ocorréncia de doenga mucosa em 46,7% a 68%,
ao passo que nos monoinfectados apenas pela Leishmania, a LCM se da em apenas 1,5% dos
portadores de LTA.

Nesta casuistica, a sensibilidade da pesquisa direta foi de 84,8%. O achado do parasita
é 0 padrdo ouro para o diagnostico da doenca, uma vez que ha muitas doencas que fazem
diagndstico diferencial. No entanto, o ndo encontro do protozoario ndo exclui o diagndstico,
que pode ser confirmado por técnicas mais sensiveis. Guerra et al., (2003) documentaram um
surto de LTA em 48 militares egressos de treinamento do exército na Amazoénia brasileira. A
pesquisa direta foi positiva em 43 (89,6%) dos acometidos, aproximando-se dos resultados
obtidos neste trabalho. Furtado et al., (1980) correlacionam que a probabilidade de encontrar
0 parasita é inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da doenca, ou seja, lesdes mais
antigas cursam com menor parasitismo. Nesta casuistica de 33 doentes, 0 tempo maximo de
doenca foi de 6 meses, favorecendo uma alta sensibilidade. Deve-se enfatizar que os relatos
na literatura abordam casos ocasionados por Leishmania (V.) braziliensis, faltando mais
pesquisas que avaliem a sensibilidade da pesquisa direta nas outras espécies causadoras de

LTA na Amazbnia.

Na Amazénia brasileira, a LTA pode ser causada por sete espécies diferentes,

incluindo a Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) naiffi,
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Leishmania (V.) lindenbergi, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania
(L.) amazonensis (SILVEIRA, 2008). Esta diversidade contribui para os diferentes achados

encontrados na literatura quando se aborda a sensibilidade diagnostica da pesquisa direta.

Nesta amostra de 33 doentes, somente foram encontradas 3 espécies do parasita:
Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) shawi. Devido ao
pequeno numero de casos estudados, ndo é possivel afirmar que as outras espécies presentes
na Amazonia nao existam em Rond6nia. Gontijo e Carvalho (2003) destacam a Leishmania
(V.) braziliensis como principal espécie responsavel pela LTA no pais e Lainson et al., (1987)
enfatizam a Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.) guyanensis sdo as duas espécies
mais comuns no Brasil. Nesta amostra dominou a presenga da Leishmania (V.) braziliensis
(72,7%), sequida da Leishmania (V.) guyanensis (24,3%) e Leishmania (V.) shawi (3,0%).
Romero et al., (2001la) afirmam que a Leishmania (V.) guyanensis € a espécie
predominantemente associada a LCL ao norte do Rio Amazonas, achado que néo foi repetido

em Rondonia.

Silveira et al., (2008) defendem que a LCL e a LCDB podem ser causadas pelos
membros dos subgéneros Viannia e Leishmania, e que as formas polares LCM e LCAD séo
originadas pela Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.) amazonensis, respectivamente.
Também afirmam que as especies Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni,
Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.) lindenbergi e Leishmania (V.) naiffi, em ordem
decrescente de infeccdo no homem, sdo agentes somente da LCL. Lessa et al., (2007) relatam
gue a LCM pode apresentar como etiologia a Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.)
panamensis e Leishmania (L.) amazonensis. No entanto, tem-se observado no estado de
Rondb6nia, casos de LCM gerados por Leishmania (V.) guyanensis, extrapolando a
generalizacdo de sua associacdo causal apenas com a LCL. De acordo com os resultados
observados na maioria dos estudos no Brasil, a Leishmania (V.) braziliensis destacou-se como

principal agente etioldgico da LCL.

Romero et al., (2001b) afirmam que as Ulceras por Leishmania (V.) guyanensis sdo
menores e mais numerosas do que as ocasionadas pela Leishmania (V.) braziliensis,
discordando dos resultados do atual trabalho realizado em Rondonia, onde as cepas de
Leishmania (V.) braziliensis cursaram com ulceras menores do que 2,5 cm em 15 (62,5%)

pacientes e as cepas de Leishmania (V.) guyanensis em 3 (37,5%) doentes. Uma possivel
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justificativa reside na questdo de que os dados de Romero et al., (2001a) foram provenientes
de 2 regides brasileiras distintas e geograficamente distantes, ou seja, a amostra de
Leishmania (V.) braziliensis foi coletada na Bahia e a de Leishmania (V.) guyanensis foi
oriunda de Manaus.

Pereira et al., (2013) realizaram uma pesquisa em 48 portadores de LTA, sendo que 40
amostras eram provenientes do estado do Rio de Janeiro e 8 da regido Amazonica. Todas as
amostras do Sudeste brasileiro ndo estavam infectadas pelo LRV-1 e 2 (25%) das 8 amostras
amazonicas estavam infectadas. Estas 2 amostras cursaram com reativacdo das lesbes apos a
cura clinica. Hartley et al., (2012) apontam que a presenca do LRV-1 favorece a persisténcia
da Leishmania, e quanto maior for a duracdo da doenca, maior é o risco de disseminacdo para
mucosas. Ogg et al., (2003) trabalharam, em Minas Gerais, com 47 amostras de LTA em
diferentes estagios evolutivos da doenca, detectando 12 (25,5%) infectados pelo LRV-1. Saiz
et al., (1998) diagnosticaram a positividade para 0 LRV-1 em 2 (18%) de 11 amostras. Nestes
3 estudos, o percentual de positividade para 0 LRV-1 aproxima-se dos resultados coletados
em Ronddnia, que constatou 8 (24,2%) infectados pelo LRV-1.

Zanger et al., (2013) registram que o LRV-1 tem sido detectado em amostras mucosas
de humanos e hamsters, porém seu achado é escasso ou raro na forma cutanea. Concorda-se
que o encontro do LRV-1 seja alto na LCM, porém na casuistica deste estudo, o LRV-1 foi
diagnosticado em quase 25% das amostras, ndo sendo tdo raro conforme descrito. Esta
diferenca deve resultar de variacdes geograficas. Embasando esta variacdo pode-se citar um
estudo que foi realizado no estado do Rio de Janeiro por Pereira et al., (2013), onde as cepas

de Leishmania que ocasionavam LCM né&o estavam infectadas pelo LRV-1.

Convencionou-se que 0 grupo A seria composto por doentes com positividade para a
presenca do LRV-1 e que o grupo B seria composto por doentes nédo infectados pelo LRV-1.
O grupo A incluiu 8 e o grupo B 25 pacientes. Em relacdo as associacgdes clinicas e sécio-
demogréficas, observou-se que todos os representantes do grupo A eram todos do sexo
masculino e que no grupo B havia 20 (80%). Guerra et al., (2011a) afirmam que 0 sexo
masculino tende a desenvolver as formas mais graves da doenga. Faucher et al., (2011), em
um trabalho com LCM gerada por Leishmania (L.) infantun, suspeitam que fatores hormonais
possam favorecer a ocorréncia da doenca no sexo masculino, conferindo uma parcial protecdo

no sexo feminino. Fato interessante foi a ocorréncia da endossimbiose leishmania-LRV-1 se
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instalar exclusivamente no sexo masculino, porém Ogg et al., (2003), em sua casuistica de 47
casos, encontraram 3 pacientes do sexo feminino infectadas pelo LRV-1. Pelo fato de ter
havido destaque da transmissdo extradomiciliar da LTA, deve-se considerar a influéncia da
prevaléncia do sexo masculino relacionada ao trabalho rural. Outra possivel justificativa para
esta tendéncia reside na ndo associacdo dos casos estudados com a transmissdo domiciliar,
uma vez que a domiciliacdo da LTA aumenta a prevaléncia do acometimento em mulheres e

criangas.

Houve maior risco de coinfeccdo pelo LRV-1 com a faixa etéaria abaixo de 20 anos e
acima de 49 anos (p=0,01). Notou-se que no grupo A predominaram o0s extremos de idade,
abaixo de 20 anos e acima de 50 anos, perfazendo 7 casos (87,5%). Ogg et al., (2003)
isolaram o LRV-1 em 12 amostras, nas quais a faixa etaria variou entre 4 e 75 anos, com
média de 46,5 (x 25,0) anos de idade, destacando-se 0s casos abaixo de 20 anos e acima de 50
anos, somando 9 (75%) doentes e aproximando dos resultados obtidos em Rondénia. Ao
contrario, no grupo B destacou-se a faixa etaria entre 20 a 50 anos, constituindo 76% do total
de individuos. Castro et al., (2002), em uma analise de 332 casos de LTA, computaram que
70,9% dos pacientes se encontravam entre 15 a 49 anos de idade. Assim, o grupo B
aproximou-se mais da estatistica geral da maioria dos estudos em LTA. Estudos que analisam
a associacdo do LRV1 com dados clinicos e socio demograficos sdo poucos e superficiais,

havendo, até o0 momento, grande restricdo no entendimento deste assunto.

Em ambos os grupos, a procedéncia rural ou da capital foi préxima, de modo que o
grupo A apresentou 62,5% no meio rural e o grupo B 68%. Estes percentuais traduzem a
predominancia da LTA no meio rural, mas mesmo 0s casos oriundos da capital exerceram

atividade florestal no tempo que antecedeu a ocorréncia das Ulceras.

Quanto ao numero de lesBes, 62,5% dos individuos do grupo A evoluiram com mais
de 1 ulcera, divergindo do grupo B, onde apenas 32% cursaram com mais de 1 Ulcera, porém
ndo houve risco significativo com o namero de Ulceras (p=0,21). Fato semelhante se deu em
relacdo ao didmetro, onde o didmetro maior do que 2,5cm foi encontrado em 75% dos
pacientes do grupo A e em apenas 36% no grupo B. Ronet et al., (2011) defendem que
pacientes parasitados por cepas de Leishmania (V.) guyanensis infectadas pelo LRV-1
produzem maiores niveis de TNF a. Oliveira et al., (2011) detectaram associacdo

estatisticamente significativa entre altos niveis de TNF o ¢ o didmetro da ulcera cutanea.
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Deste modo, € possivel o encontro de ulceras maiores no grupo de portadores do LRV-1,
conforme demonstrado na estatistica deste trabalho. Ives et al., (2011) defendem a teoria de
que logo apds a inoculagcdo de amastigotas no tecido do hospedeiro, j& ocorre a morte de
algumas cepas de Leishmania, liberando RNA viral do LRV-1, que estimula precocemente a
resposta inflamatdria no organismo parasitado, piorando o prognoéstico da doenca. Este grupo
também define que cepas metastaticas de hamsters e de seres humanos com LCM séo
infectadas pelo LRV-1, ao contrario das cepas ndo metastaticas. Além disto, a presenca do
LRV-1 subverte a resposta imune do hospedeiro, promovendo persisténcia parasitaria e maior
atividade da doenca, fato este demonstrado pelo maior edema observado no coxim plantar de
ratos inoculados com cepas de Leishmania infectadas pelo LRV-1. Tarr et al., (1988)
reportam que isolaram o LRV1 de uma leséo cutédnea de um paciente que visitou o Suriname.
Este paciente evoluiu com lesGes satélites e acometimento linfatico, e quando o isolado foi
inoculado em um hamster, 0 mesmo complicou com lesdes mucosas. E possivel que esta
estimulacdo imunoldgica precoce ja influencie o quadro clinico e evolucdo da LTA em sua
manifestacdo cutanea inicial, induzindo formas de LCL mais disseminadas e com maior
didmetro. Baseado no principio de que lesdes maiores e mais numerosas de LCL complicam
mais com LCM, especula-se que a participacdo do LRV-1 interaja no sentido de favorecer a

ocorréncia de complicacBes mucosas.

O grupo A cursou com 5 (62,5%) lesdes acima da cintura pélvica e 3 (37,5%) em
outras localiza¢6es. Ja o grupo B cursou com 12 (48,0%) acima da cintura pélvica e 13 (52%)
em outras localizagfes. No grupo A foram mais comuns as lesdes acima da metade superior
do corpo e no grupo B abaixo, porém ndo houve risco significativo (p=0,48). Lesbes acima da
cintura pélvica correm maior risco de evoluirem para LCM, porém o mecanismo ndo esta

completamente esclarecido na literatura.

A adenomegalia foi achada comum nos dois grupos, de modo que no grupo A ocorreu
em 5 (62,5%) e no grupo B em 15 (60%), ndo havendo diferencas de acometimento nos dois

grupos.

Scheffter et al., (1995) referem que o LRV-1 pode infectar cepas do subgénero
Viannia, estando de acordo com os achados deste estudo, no qual o LRV-1 foi encontrado em
6 Leishmania (V.) braziliensis e em 2 Leishmania (V.) guyanensis , representando 25% em

ambas as espécies. O Unico caso de Leishmania (V.) shawi ndo se encontrava infectada pelo
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LRV-1. Saiz et al., (1998) afirmam que o LRV-1 pode ser detectado em amostras de biopsias
de pacientes com LTA no Peru, infectando a Leishmania (V.) braziliensis e a Leishmania (V.)
guyanensis. A partir deste estudo de Saiz, contatou-se que o LRV-1 ndo era um artefato
laboratorial, podendo ser encontrado em amostras teciduais de pacientes com LTA. Ogg et al.,
(2003) referem que a Leishmania encontra-se persistentemente infectada pelo LRV-1,
inclusive ap0s a cicatrizacdo das lesdes, onde foi encontrada positividade para o LRV-1.
Assim, é possivel que o LRV1 possa atuar como fator estimulador da resposta imune a longo
prazo, favorecendo a ocorréncia da LCM.

Uma das limitacGes deste estudo foi a ndo quantificacdo do nimero de cépias do LRV-
1, pois Ronet et al., (2011) afirmam que cepas de Leishmania infectadas por uma quantidade

maior do virus ativam mais eficientemente a resposta inflamatoria.

Este é o primeiro estudo que associa a presenca do LRV-1 com as caracteristicas
clinicas da LTA em sua forma cutanea pura, contribuindo para um melhor entendimento da
participacdo deste virus na etiopatogenia da LTA. Um acompanhamento a longo prazo sera
essencial para avaliar se 0 grupo de pacientes infectados com o LRV-1 apresentard um
desfecho clinico diferente em relacdo aos ndo infectados. Mesmo que a participacdo do LRV-
1 seja comprovada com significancia estatistica em estudos futuros, este fato ndo exclui a
influéncia de outros potentes fatores ligados ao hospedeiro e a Leishmania. Na amostra
estudada, apesar de ter havido um maior risco somente com a faixa etaria abaixo de 20 e
acima de 49 anos (p=0,01), descreve-se, nas amostras coinfectadas pelo LRV-1, uma
tendéncia a lesGes multiplas, localizadas acima da cintura pélvica e com diametro acima de

2,5cm.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Na casuistica desta pesquisa, 0 LRV-1 coinfecta 24,2% das amostras de LTA em sua

forma cutanea.

As espécies coinfectadas pelo LRV-1 foram Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania

(V.) guyanensis.

Apesar de ter tido significancia estatistica apenas com o grupo abaixo de 20 e acima

de 49 anos de idade, descritivamente, a presenca do LRV-1 influenciou a ocorréncia de lesdes
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multiplas, localizadas acima da cintura pélvica e com didmetro acima de 2,5 cm. Destaca-se
que este comportamento ndo se deu no grupo de ndo coinfectados, onde predominou o
inverso, ou seja, a faixa etaria entre 20 a 49 anos. Esta classificacdo arbitraria dos grupos
etarios foi baseada em incluir o faixa etaria entre 20 a 49 anos, que é a mais acometida,

comparando-a com o grupo dos menos acometidos.

Foram identificadas 3 espécies causadoras da LTA em Rondonia: Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) shawi, 0 que ndo exclui a

possibilidade de existéncia de outras espécies de Leishmania.

A Leishmania (V.) braziliensis € a espécie mais encontrada na casuistica desta

pesquisa.

No grupo de ndo coinfectados pelo LRV-1, destacaram-se: lesdo Unica, ndo localizada

acima da cintura pélvica e diametro menor do que 2,5 cm.

Em ambos os grupos, infectados e nédo infectados pelo LRV-1, a adenomegalia teve

incidéncia semelhante.

Entender o processo metastatico e as inter-relacdes do parasita com o hospedeiro ajuda
a prever o prognostico da doenca, e uma melhor compreensdo da participacdo do LRV-1 na
etiopatogenia da LTA trard maiores avancos na capacidade preditora de prognostico desta

importante doenca tropical.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolucdo CNS n°196, do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude, de 10/10/96)

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO (A) COMO VOLUNTARIO (A) A PARTICIPAR
DA PESQUISA:

CORRELACAO ENTRE A PRESENCA DE LEISHMANIA RNA VIRUS (LRV) E AS
DIFERENTES FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM RONDONIA.

) JUSTIFICATIVA: A leishmaniose tegumentar, conhecida popularmente como ferida-
brava € uma infeccdo de manifestacdo cutanea apresentando feridas indolores na pele e/ou
mucosas (boca, nariz) do paciente. E uma doenca transmitida pela picada do mosquito
infectado e tem maior ocorréncia em areas rurais, proximas a florestas, e € considerada um
problema de satde publica mundial pela Organizacdo Mundial de Saide. Em todas as regides
brasileiras, a leishmaniose esta presente, sendo a Regido Norte responsavel pela maior parte
dos casos. Alguns pacientes que trataram a leishmaniose cutanea, anos apds cura aparente das
feridas, apresentam uma forma mais grave da doenca que atinge as mucosas. Os motivos que
levam ao aparecimento dessas lesdes ndo sdo totalmente esclarecidos. Um estudo recente
sugere que um virus que infecta a Leishmania, conhecido como Leishmaniavirus (LRV1)
pode estar relacionado com esse agravo. Até o momento, ndo existem dados do
Leishmaniavirus na América do Sul. Um nimero maior de casos deve ser pesquisado para
avaliar a hipdtese de que a presenca do virus estd associada com o desenvolvimento
subsequente de leishmaniose mucosa, e se confirmada a hipdtese, os pacientes infectados com
o Leishmaniavirus poderao ser tratados de forma especifica para prevenir o desenvolvimento

da leishmaniose mucosa.

1) OBJETIVO: Determinar se o Leishmaniavirus (LRV1) ocorre em pacientes atendidos no
ambulatorio do Centro de Medicina Tropical (CEMETRON) e averiguar se existe uma
possivel relacdo entre a presenca do virus e a progressdo para a forma mucocutanea da
doenca.

I11) PROCEDIMENTOS: Apos o aceite do voluntario em participar da pesquisa, este
recebera o0 TCLE e os esclarecimentos sobre a pesquisa. Serdo coletadas secrecfes das lesdes
suspeitas de Leishmaniose. As lesbes que apresentarem perfil caracteristico para o estudo,
poderdo ser fotografadas, podendo o voluntario limitar-se a fornecer somente as amostras.
N&o havera desconforto, uma vez que a coleta do material secretado das lesdes seré realizado
com um swab asséptico e ndo cortante. O material biolégico coletado sera armazenado de
maneira confidencial e segura no laboratério do IPEPATRO( R. Da Beira, 7671 - BR 360,
Km 3,5 - Lagoa - Porto Velho, Rondénia - BrasilFone/Fax: (69) 3219-6000),de modo que o
mesmo sera descartado ao final de 1 ano ou a qualquer momento, a pedido do voluntario .
N&o havera mudanca da proposta terapéutico preconizada pelo Ministério da Saude na
pesquisa, deste modo ndo ha riscos previsiveis e nem havera procedimento alternativo ao da
pesquisa, uma vez que ndo haverd mudanca de protocolos. Tal pesquisa visa contribuir para
um melhor entendimento dos fatores que influenciam a ocorréncia da Leishmaniose mucosa,
trazendo beneficios coletivos, uma vez que ha 12 milhdes de infectados no mundo.
GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO:
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Vocé serd esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. VVocé é livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo € voluntéaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador (es) ird (ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados dos testes que serdo realizados dentro de laboratério de pesquisa serdo guardados e
enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua
participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera identificado (a) em
nenhuma publicacio que possa resultar desse estudo. Uma copia NUMERO DO PACIENTE
deste consentimento informado seré arquivada na Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ RO e
outra sera fornecida a vocé.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: O voluntério sera acompanhado
no ambulatério de Dermatologia no CEMETRON pelo profissional Cipriano Ferreira da Silva
Junior, desde o diagnostico até o final do tratamento endovenoso com Glucantime, que tera
duracdo entre 20 a 30 dias continuos, administrados de maneira ambulatorial no
CEMETRON. Em seguida serd acompanhado mensalmente durante 1 ano ou até ser
considerado definitivamente curado. N&o havera grupo placebo ou de controle, ou seja, grupo
qgue ndo receberd medicacdo ou terd seu tratamento desviado do padrdo. Todos receberdo
igual tratamento preconizado pelo Ministério da Saude.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS:

A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e nao sera disponivel nenhuma
compensacao financeira adicional, uma vez que ndo sera alterado o protocolo padrdo de
diagnostico e tratamento do Ministério da Sadde.

DECLARACAO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSAVEL:

Eu, , fui informada (0) dos objetivos da
pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas ddvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. Os
Professores Ricardo de Godoi Mattos Ferreira, Juan Miguel Villalobos Salcedo e Cipriano
Ferreira da Silva Janior certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serdo
confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo or¢camento da
pesquisa. Em caso de dividas poderei chamar a estudante Lilian Motta Cantanhéde,
Cipriano Ferreira da Silva Juanior e os professores Ricardo de Godoi Mattos Ferreira
e/ou Juan Miguel Villalobos Salcedo, nos telefones (69) 3219 6008, (69) 3219 6003, (69)
8113 3308 ou nos e-mails licantanhede@gmail.com , ricardogodoi@fiocruz.com e
drciprianoferreira@hotmail.com.

Os pesquisadores desta pesquisa me informaram que o projeto foi aprovado pelo Comité de
ética e pesquisa em seres humanos do CEPEM (Av. Guaporé,415, Lagoa, Porto Velho -
Rond6nia).

Declaro que recebi uma cdpia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada
a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.


mailto:drciprianoferreira@hotmail.com

Assinatura do VVoluntario

Assinatura dos Pesquisadores Responsaveis

Pesquisadores Responsaveis:
Dr. Ricardo de Godoi Mattos Ferreira
Vice-diretor de Gestdo e Desenvolvimento Institucional Fiocruz Ronddnia. BR 364, Km 3,5, Lagoa - Porto
Velho - RO
Cipriano Ferreira da Silva Junior e Juan Miguel Villalobos Salcedo
Av. Presidente Dutra, 2965 — Centro. CEP: 76801-974 - Porto Velho — RO
Fone:(69) 2182-2000

Comité de ética e pesquisa (CEP)
MSc. Flavia Serrano Batista Coordenadora
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) Av.Guaporé, 415, Lagoa, Porto VVelho —Ronddnia.
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APENDICE B: FORMULARIO PESQUISA SOBRE LEISMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA

UNIDADE CEMETRON

NUMERO DO REGISTRO

ENDERECO E TELEFONE

IDENTIFICACAO:

NOME

IDADE

SEXO

PROFISSAO

NATURALIDADE

PROCEDENCIA

ULTIMA RESIDENCIA

VIAGEM AO EXTERIOR

ANTECEDENTES:

CONTATO COM FLORESTAS

LTA PREVIA

TRATAMENTO REALIZADO E
COM O QUE?




76

TRATAMENTO REGULAR

TRATAMENTO IRREGULAR

CURA CLINICA

RECIDIVA

TEMPO DE EVOLUCAO

QUADRO CLINICO ATUAL:

TEMPO DE EVOLUCAO:

CARACTERISTICAS DA LESAO:

MAIOR DIAMETRO

NUMERO E LOCALIZACAO

ADENOMEGALIA

CONFIRMACAO DIAGNOSTICA

ATUAL?

METODO?
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APENDICE C: APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DO
CENTRO DE PESQUISA EM MEDICINA TROPICAL DE RONDONIA-CEPEM

Piblico [ Pesquisador M Aterar Meus Datos

Voce esta em: Pesquisador = Gerir Pesquisa * Detalhar Projeto de Pesquisa

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

Dados do Projeto de Pesquisa

Titulo da Pesquisa: Correlacan entre a presenca de Leishmania RNA virus (LRV) e as diferentes formas cinicas da Lelshmaniose tequmentar americana em Rondonia
Pesquisador: Juan Migue! Vilalobos Salcedo

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnosticos novos (fases |, I & Il) ou ndo registrados no pais (ainda que fase V), ou quando & pesquisa for
referentz a seu uso com modaidades, indicaces, doses ou vias de adminisiraca diferentes daquelas estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagges.

Versdo: 2

CAAE: 03453112.7.0000.0011

Submetido em: 08022013

Insfituigdo Propanente: Centro de Pesquisa em Nedicina Tropical - CEPEM -Ronddnia
Situagdo: Aprovado

Localizago atual do Projeto: Pesquisador Responsavel

Patrocinador Principal: FUNDACAQ OSWALDO CRUZ NOROESTE



