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RESUMO

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) destaca-se por sua ampla distribuicéo,
ocorrendo em todos os Estados da Federacdo. Em 2015, foram notificados 19.395 casos da doenca
sendo o Amazonas responsavel por 1.713, todos na forma cutanea (SINAN, 2017). Na Amazonia,
a LTA é causada por sete espécies de leishmanias [Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e L. (Leishmania)
amazonensis]. No Brasil o Ministério da Saude recomenda, como droga de primeira escolha a ser
usada no Sistema unico de Saude (SUS), o antimonial pentavalente e o isotionato de pentamidina
ou a anfotericina B como segunda opc¢éo e Pentoxifilina como imunomodulador. Algumas dessas
drogas vém sendo utilizadas para tratar a Leishmaniose Cutanea (LC) durante décadas, contudo,
sdo toxicas e requerem duracdo prolongada do tratamento. Além do mais, parasitos resistentes a
estes farmacos tém emergido culminando em progressdo da doenca. A Termoterapia € um
tratamento alternativo para LC, que consiste na propagacdo de ondas de radiofrequéncia numa
temperatura pré-determinada, localizadas, aplicada em lesdes da pele para destruir fisicamente 0s
parasitos sensiveis a temperatura e vem sendo utilizado com sucesso no tratamento para LC em
outros paises. Esse tratamento proporciona localizacdo precisa e controlada de calor para tratar
determinadas doencas de pele seletivamente no tecido. As células anormais e doentes sao afetadas
pelo calor e sofrem lise, j& as células saudaveis circundantes ndo sdo afetadas pois temperatura
esta dentro de uma faixa tolerdvel. Este é um protocolo de baixo custo e ndo invasivo, no qual
ainda sdo poucos os estudos relacionados a sua acao nas diferentes formas clinicas da LTA que
ocorrem no Brasil, menos ainda quanto ao seu mecanismo de acdo e resposta imune. Nesse estudo
foram acompanhados 12 pacientes tratados com protocolo termoterapico (ThermoMed Modelo
1.8) por 12 meses para avaliacdo da eficacia clinica e 16 pacientes com LT, causada por
Leishmania (Viannia) guyanensis, tratados por antimoniato de meglumina (Glucantine®).
Pacientes com lesdes Gnicas ou mdltiplas, ambos os géneros, de 0,5 a 3,0 cm? tratados com
termoterapia receberam apenas uma Unica aplicagdo e obtiveram 58% de cura clinica em até dois
meses. O grupo tratado com glucantime® receberam ciclos de (20 mg/kg/dia) e aos 3 meses 100%
destes apresentaram resolucdo das lesbes com reepitalizacdo tecidual. Dos pacientes tratado com
glucantime foi realizada andlise das citocinas pelas técnicas da Citometria de fluxo. A
concentracdo das citocinas pro-inflamatorias (IL-2, TNF-o, IFN-y) apresentaram diferengas
significativas (p<0,0001) entre individuos infectados e ndo infectados (grupo controle). Indica-se
o0 tratamento termoterapico para LC como método alternativo por ter menor custo, e efeito colateral

reduzido, sugerindo-se a continuidade de estudos que possam esclarecer se existe uma resposta
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espécie especifica, direcionando assim a indicacdo terapéutica de suporte ao tratamento

convencional.

Palavras-chaves: Leishmaniose cutanea; resposta imune; citocinas, Termoterapia.



ABSTRACT

In Brazil, American Tegumentary Leishmaniasis (LTA) stands out for its wide distribution,
occurring in all states of the Federation. In 2015, 19,395 cases of the disease were reported, and
the Amazon was responsible for 1,713, all in cutaneous form (SINAN, 2017). In the Amazon,
the LTA is caused by seven species of leishmanias [Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi , L. (V.) lindenbergi and L. (Leishmania)
amazonensis]. In Brazil, the Ministry of Health recommends as the first choice drug to be used
in the Single Health System (SUS), pentavalent antimonial and pentamidine isethionate or
amphotericin B as a second option and Pentoxifylline as immunomodulator. Some of these
drugs have been used to treat Cutaneous Leishmaniasis (LC) for decades, yet they are toxic and
require prolonged treatment duration. Moreover, parasites resistant to these drugs have emerged
culminating in disease progression. Thermotherapy is an alternative treatment for LC, which
consists of the spread of radiofrequency waves at a predetermined, localized temperature,
applied to skin lesions to physically destroy the temperature-sensitive parasites and has been
successfully used in the treatment for LC in others countries. This treatment provides precise
and controlled location of heat to treat certain skin diseases selectively in the tissue. Abnormal
and diseased cells are affected by heat and they undergo lysis, since the surrounding healthy
cells are not affected because temperature is within a tolerable range. This is a low-cost, non-
invasive protocol, in which there are still few studies related to its action in the different clinical
forms of LTA that occur in Brazil, even less as regards its mechanism of action and immune
response. Twelve patients treated with thermo-therapeutic protocol (ThermoMed Model 1.8)
were followed for 12 months to evaluate clinical efficacy and 16 patients with LT, caused by
Leishmania (Viannia) guyanensis, treated with meglumine antimoniate (Glucantine®). Patients
with single or multiple lesions, both genders, 0.5 to 3.0 cm2 treated with thermotherapy
received only a single application and achieved 58% clinical cure within two months. The
Glucantime® group received cycles of (20 mg / kg / day) and at 3 months 100% of the patients
presented resolution of the lesions with tissue re-epithelialization. Of the patients treated with
Glucantime®, cytokine analysis was performed by flow cytometry techniques. The
concentration of proinflammatory cytokines (IL-2, TNF-o, IFN-y) showed significant
differences (p <0.0001) between infected and uninfected individuals (control group). The
thermotherapeutic treatment for LC is indicated as an alternative method because it has a lower
cost and a reduced collateral effect, suggesting the continuity of studies that can clarify if there
is a specific species response, thus directing the therapeutic indication of support to the
conventional treatment.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; immune response; cytokines, thermotherapy.
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1.0 INTRODUCAO

Embora estimada como doenca de grande relevancia para saude publica entre as doencas
infecciosas individuais, que acomete maior nimero de doentes, a leishmaniose é considerada
uma doenga negligenciada na discusséo das prioridades de doengas tropicais e sua expansdo
geogréfica e crescente urbanizagdo ndo tém sido acompanhadas por programas de controle
eficazes. (HOTEZ, 2006; WHO, 2010; VERMA et al., 2016). Estando entre as doencas
Tropicais negligenciadas (DTN) pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) e ocupando a
categoria de doencas emergentes e sem controle, tendo registrado em 2014 um total de 17.324
casos de Leishmaniose Cuténea (LC), incluindo novos casos e recidivas no Brasil (WHO,
2016).

No Brasil, a Leishmaniose tegumentar americana (LTA) destaca-se por sua ampla
distribuicéo, ocorrendo em todos os Estados da Federacdo. O Estado do Amazonas notificou
1200 novos casos da doenga somente no ano de 2017 e a transmissdo ocorreu principalmente
nos municipios de Manaus (218 casos), Rio Preto da Eva (200 casos) e Presidente Figueiredo
(106 casos), sendo a espécie Leishmania (Viannia) guyanensis a mais predominante
(SINAN/SVS/MS, 2012; SINAN, 2018).

Na regido Norte encontra-se 0 maior coeficiente de incidéncia da doenca, no ano de
2015 foram 89 casos por 100 mil habitantes, seguida das regides Centro-Oeste (37,4 casos por
100 mil habitantes e Nordeste (20,4 casos por 100 mil habitantes) de LTA. Entre os anos de
2010 a 2015 o Ministério da Saude (MS) registrou média anual de 35 mil novos casos da doenca
no pais (MS/SVS, 2016).

As principais formas clinicas da LTA séo cutanea e mucosa. A forma cutanea (LC)
caracteriza-se por lesdes ulceradas, papulosas, nodulares, verrucosas, impetigdides,
framboesdides e outros aspectos dermatologicos. As lesGes sdo indolores, Unicas, multiplas,
disseminadas ou generalizadas (PAES et al., 2000). Apesar da L. (V.) braziliensis estar
associada a maioria dos casos de leishmaniose mucosa, ha relatos de casos por L. (V.)
guyanensis no Amazonas (GUERRA et al., 2011). A presenca de papulas satélites as lesdes
principais é comum e indicaria maior dificuldade na resposta ao tratamento (NACHER et al.,
2001; ROUSSEL et al., 2006; ZANDLER et al., 2015).
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De modo geral, a cura da leishmaniose cutéanea (LC) baseia-se no desenvolvimento de
uma resposta imunologica eficaz e equilibrada. Segundo Manual de Vigilancia de
Leishmaniose do MS (2017) o critério de cura é clinica, sendo este, a cicatrizacdo da lesdo, é
indicado o acompanhamento regular por 12 meses para verificacdo da resposta terapéutica e
também para a deteccdo de possivel recidiva apds terapia inicial bem-sucedida. Entretanto, para
fins de encerramento do caso no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN),

ndo é necessario aguardar o término do acompanhamento (BRASIL, 2017).

A resposta imune desempenha papel crucial no curso patogénico da doenca, uma vez
que pode controlar a infeccdo. Entretanto, j& foi demonstrado que Leishmania é capaz de
direcionar a diferenciacdo de células T para um perfil de resposta imune, podendo levar a cura
ou persisténcia do parasito (ESPIR et al., 2013; REIS et al., 2006).

O papel preciso de células T CD4" em humanos, os seus padrdes de citocinas e as vias
da resposta imune envolvidos durante e ap0s a terapia da leishmaniose ndo sdo completamente
entendidos. Drogas Antimoniais Pentavalentes tém sido utilizados para tratar a LC durante
décadas, tendo acdo tdxica, requerendo duracbes prolongadas do tratamento, e parasitos
resistentes a farmacos vem emergindo como um problema. Pois 0s mecanismos de acao destas
drogas inclui-se efeitos tanto sobre os macréfagos do hospedeiro quanto ao parasito
(MINODIER; PAROLA, 2007).

Embora o tratamento para a LTA preconizado pelo MS seja Unico para todo o pais,
independente da espécie de Leishmania causadora da doenca, os efeitos colaterais dos
antimoniais sdo bem conhecidos: toxicidades cardiaca, hepatica, pancreética, renal e do sistema
musculo-esquelético. A cardiotoxicidade traduz-se, principalmente, por distlrbios da
repolarizacdo ventricular, que incluem alteracfes da onda T (achatamento ou inversdo) e

aumento do intervalo QT. Essas alteracdes sdo dose e tempo dependentes (NEVES et al., 2011).

Tendo em vista os fatores negativos relacionados ao tratamento através das drogas em
uso, surge a necessidade de encontrar tratamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais
e adversos ao paciente. A terapia de calor, que ja vem sendo utilizada ha meio século para LC

vem demonstrando eficacia e auséncia de efeitos adversos (LOBO et al., 2006).

A exemplo disso, Silveira e Brener (1950) descreveram a cura de um doente com LC e

com LM (Leishmaniose Mucocutanea) um més apos a inducdo de calor. Posteriormente em
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estudos in vitro foi demonstrada a sensibilidade ao calor de véarias espécies do Velho e Novo
mundo (BERMAN e NEVA, 1981; SACKS et al., 1983). Subsequentemente, Neva et al. (1984),
demonstraram que pacientes com Leishmaniose Cutanea difusa (LCD) responderam ao
tratamento com aplicacéo de dgua aquecida a 39-41 °C. Junaid (1986) utilizou infravermelho
a 55°C durante 5 minutos e também relatou a cicatrizacdo das lesdes tratadas e ndo tratadas de
pacientes com LC.

Aram e Leibovici (1987), observaram cura da LC com o calor induzido por ultra-som.
Navin et al. (1990), realizaram na Guatemala ensaio utilizando o equipamento original
ThermoSurgery®. Como controle, um total de 22 pacientes receberam antimonial; esse mesmo
naumero de pacientes receberam tratamento de trés semanas com temperatura de 50 ‘C durante
30 s; e 22 controles de placebo. Velasco-Castrejon et al. (1997), realizaram no México, um
estudo de viabilidade utilizando o mesmo equipamento com 201 pacientes com LC, com Unica
aplicacdo de 50 "C durante 30 segundos na lesdo anestesiada, e resultando em mais de 90% de

cura.

A Termoterapia (TM) é considerado como um tratamento alternativo para LC. Ja existe
equipamento disponivel e aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA/ Administracdo
de alimentos e drogas), préprio para uso ndo s para tratar formas cutaneas da Leishmaniose
como outras doencas benignas — 0 ThermoSurgery®. Ensaios clinicos comparando calor local
a terapia antimonial sistémica vem mostrando taxas de cura semelhantes (VELASCO-
CASTREJON et al., 1997).

Trata-se de um tratamento eficaz para infec¢bes ocasionadas por Leishmania, em
infecgBes por algumas espécies que até o momento foram testadas, comparativamente bem
tolerado, ndo invasivo e rapido para a LC, podendo ser considerado como uma alternativa para
0 tratamento. Os estudos utilizando a TM sdo poucos em comparacdo com o tratamento
convencional. Contudo € em breve sessdo, dor minima, simples e barato, sem efeitos colaterais

sistémicos, 85% de efeitos curativos e cicatrizes minimas (REITHING et al., 2005).

A termoterapia (TM) tem demonstrado eficacia para tratamento de LC, mesmo em
compara¢do com antimoniais, assim como apresentando maior viabilidade econdmica em
comparacgéo ao tratamento convencional, sobretudo em regides endémicas, uma vez que requer
apenas uma unica aplicacdo (MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2013).
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Reafirmando a eficicia do tratamento por Termoterapia Aronson et al. (2010) em
Washington, observaram que os individuos tratados com o dispositivo de TM mostrou cura
semelhante por 2 e 12 meses de acompanhamento, com menos toxicidade sistémica associada

do que aqueles tratados com SSG (estibogluconato de sddio) endovenoso.

Estudo clinico realizado por Lakhal-Naouor (2015), com 54 soldados, demonstrou que
as lesbes da pele ocasionadas por L. (L) major, que foram tratadas por calor com o equipamento
ThermoMed (TM) cicatrizaram, verificando-se a cura clinica em taxa semelhante e com menor

toxicidade sistémica quando associada a lesdes tratadas com Pentostan endovenoso.

A radiofrequéncia de calor induzida pela termoterapia tem se mostrado promissora no
tratamento de LC em individuos imunocompetentes (BENSON et al., 2010; BERZALUCE et
al., 1997) em pacientes imunocomprometidos infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) [SATOSKAR et al., 2011]. O tratamento envolveu a emisséo controlada e
localizada de radiofrequéncias em lesbes durante 60 segundos sob anestesia local usando um

gerador de campo de radiofrequéncia.

Em contribuicéo, estudo realizado por Lakhal-Naouar (2015), foi visto que a cura
da LC é um processo dindmico que altera as populacdes de linfécitos e subpopulacdes de
Células T e NK na circulacdo. A Imunologia de cura, através de tratamentos locais ou
sistémicos, culminou em mudancas semelhantes em frequéncia, qualidade e capacidade de
resposta especifica com imunomodulacdo, possivelmente através de um mecanismo dependente
de células T CD8+. Nesse contexto, avaliar o efeito de cicatrizacdo de lesGes cutaneas em
pacientes portadores de LTA tratados por termoterapia e glucantime no Estado do Amazonas e
compreender a dindmica das alteracdes imunoldgicas durante a cura clinica da doenca se faz

necessario para uma melhor compreensao dos mecanismos protetores utilizados pelo parasito.
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2.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose Tegumentar

As leishmanioses estdo presentes nos cinco continentes sendo endémica em 98 paises,
com 350 milhdes de pessoas vivendo em zonas de risco e mais de 12 milhGes de pessoas
infectadas. Abrange um complexo de doencas causadas por mais de 20 espécies do género
Leishmania (SILVA, 2014). Nos altimos anos, a globalizacédo econémica e o0 aumento do fluxo
migratorio estenderam a distribuicdo da doenca para paises desenvolvidos. A doenga €
considerada um grave problema de Saude Publica, afetando mais de um bilh&o de pessoas no
mundo e somando em média 11% da carga global de doencas (DNDi, 2013). No Brasil, a LTA

destaca-se por sua ampla distribuicao, ocorrendo em todos os Estados da Federacéo.

Tabela 01. Casos de Leishmaniose Tegumentar no Amazonas e nos principais Municipios afetados de 2011 a 2017.

Regido e UF 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Recidivos e
Abandonos
Amazonas 2.282 2.246 1.429 1.081 1.645 856 1200 9.148
Manaus 752 304 341 448 495 158 218 1964
Rio Preto da 203 420 228 249 247 111 200 1455
Eva
Presidente 213 325 180 307 249 158 106 1325
Figueiredo

Fonte: Portal Sadude: Ministério da Satde do Brasil. Acesso em 30/05/2017. Fundac&o de Vigilancia em Salude, AM, 2018.

2.2 Agentes Etioldgicos e Transmissao

Os protozoarios causadores da leishmaniose pertencem a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania. Nas Américas sdo conhecidas atualmente 11 espécies
de Leishmania dermotrdpicas causadoras de doenca em humanos (JONES et al., 1987;
LAINSON e SHAW, 1987).

No Brasil e na Amazbnia a LTA é causada por sete espécies de leishmanias, seis do
subgénero Viannia, incluindo L (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e uma do subgénero Leishmania, L. (L.) amazonensis
(SILVEIRA, 2002; 2004). Sendo a L. (V.) guyanensis a espécie prevalente no Amazonas,
contribuindo com mais de 80% dos casos (NAIFF, 1998; FIGUEIRA et al., 2008; GUERRA et
al.,2011).
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Todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas ao homem por fémeas infectadas do
inseto da familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae que inocula as formas prosmatigotas
metaciclicas na pele durante o repasto sanguineo. A Leishmania apresenta duas formas
evolutivas em seu ciclo de vida, a forma promastigota e a amastigota. Promastigotas sdo
encontradas no inseto e podem ser classificadas como prociclicas, que se multiplicam no
intestino, ou como metaciclicas infectantes, que sdo encontrados no tubo digestivo e em partes

do intestino anterior do inseto.

Ao picar outro animal e eventualmente o homem, o inseto regurgita o material aspirado
misturado com os parasitos e ocorre a inoculacdo das formas promastigotas metaciclicas
infectantes, que sdo fagocitadas por células fagociticas do hospedeiro (como os macréfagos)
recrutadas ao sitio da infec¢do. Os parasitos internalizados se diferenciam em amastigotas no
interior do fagolisossomo e se multiplicam por diviséo binaria. Quando a célula hospedeira esta
altamente parasitada ha o rompimento da sua membrana e as amastigotas disseminam-se pelos
tecidos infectando novos macréfagos, propagando assim a infec¢do (KILLICK-KENDRICK e
MOLINEUX, 1981; KILLICK-KENDRICK,1981; LAINSON et al., 1987).

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal ;
o (injects. prommsstigots stags a Promastigotes are

phagocytized by
macrophages
ar other types
of manonuclear
phagocytic cells

Promastigotes tramsform
into amastigotes

inko the skin)

Divide in the gut and /—* -
migrate to proboscis W

vl &

T
Amastigates transform into
promastigote stage in the gut

Y
@ﬁﬂ!‘a 1 Amastigotes multiply in cells
: ﬁ : 3 of varicus tissues and infect
Lt ] B other calls
: —1 M -
HL

9 Ingestion of Y _'r

parasitized cell =
Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infected
with amastigotes)

A= Infective Stage
&= Diagnostic Stage

Figura 01. Ciclo bioldgico de Leishmania sp.
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Promastigotas prociclicas diferenciam-se nos flebotomineos infectados. A forma infectiva
ao hospedeiro vertebrado-promastigostas metaciclicas sdo regurgitadas juntamente com a saliva
do vetor. Promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por macréfagos e por células encontradas
no ambiente da inoculacdo. ApOds estabelecer uma resisténcia intracelular, formas
promastigostas metaciclicas se transformam em amastigotas e se multiplicam por divisdo
binéria. Ocorre lise nos macrofagos e liberacdo das amastigotas. Ao realizar o repasto sanguineo
0 hospedeiro invertebrado ingere as formas amastigotas. As formas amastigotas se transformam
em promastigotas no tubo digestivo do flebotomineo. As promastigotas se multiplicam por

divisdo binéria e migram para a probdscida do vetor (KAYE; SCOTT, 2011).
2.3 Aspectos Clinicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

Em funcéo da diversidade e complexidade bioldgica do parasito dos vetores e da resposta
imune celular do hospedeiro na LTA, diferentes formas clinicas podem se desenvolver
convencionalmente conhecidas como: forma mucocutanea (LMC) que pode causar mutilagdes,
a cutanea anérgica difusa (LCAD) que é de longa duracao devido a resposta imune mediada por
células deficientes, e a forma cutdnea (LC), quando em multiplas lesGes que pode ser
incapacitante (BRASIL, 2016; SILVEIRA, 2004).

A forma cuténea difusa “borderline” (LCDB) foi proposta como sendo intermediaria entre
LC e os polos extremos patogénicos LMC e LCAD (SILVEIRA et al., 2004; 2009). A
Leishmaniose Cutanea é a forma mais comum de apresentacdo da doenca, caracterizada por
uma leséo de pele benigna, que pode ser autocuravel, sendo causada por diferentes espécies de
Leishmania (CARVALHO et al., 1995). A lesdo inicia-se habitualmente com uma area de
vermelhiddo e edema no sitio de inoculagdo pelo inseto e depois de 3 a 4 semanas desenvolve-
se, na maioria dos casos, uma Unica Ulcera com bordas elevadas, endurada e eritematosa, onde
0s parasitos sdo encontrados, principalmente nas bordas da lesdo (MARSDEN, 1985;
MARSDEN e JONES, 1985). Em cerca de 3% dos pacientes com LC, os parasitos podem
persistir na pele apds resolucdo da Ulcera levando o paciente para a forma mais grave da doenca,
a LM (MARSDEN, 1986).

2.4 Resposta Imune e Patogénese da Leishmaniose Tegumentar

Quando as promastigotas sdo introduzidas na pele, encontram neste local algumas células

do sistema imune (linfocitos T e B, macréfagos residentes, células de Langerhans, mastécitos),
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que compdem o sistema imune da pele. Nos macréfagos, os parasitos internalizados ficam
dentro de um vacuolo parasitéforo (fagolisossomo), que contém substancias responsaveis pela
destruicdo de microrganismos. Embora os macrofagos sejam células fagocitarias especializadas
no combate a agentes infecciosos, as leishmanias desenvolvem mecanismos de defesa capazes
de subverter sua capacidade microbicida, conseguindo sobreviver neste ambiente
potencialmente toxico, e multiplicam-se até a ruptura da célula, quando sdo liberadas para

infectar outros macrofagos, propagando a infeccdo (BRASIL, 2017).

Estes parasitos poderdo ser reconhecidos através dos receptores similares a proteina Toll
(TLR) que sdo responsaveis pelo reconhecimento de padrGes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs), como glicolipideos, peptidoglicanos e lipopeptideos, que séo
compartilhados por grandes grupos de microrganismos. A ativacdo de macréfagos via TLRs
aciona a via do NFkB (NF-kappaB), um fator de transcricdo que regula a expresséo de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-o e IL-12, e também a producdo de éxido nitrico (NO)
(BHATTACHARYA et al., 2010).

Os parasitos do género Leishmania, especialmente na LC, induzem um padrdo de
citocinas pro-inflamatorias relacionadas com o perfil Thl, como IL-12, TNF e IFN-y, por
macrofagos e outras células do sistema imunologico em hospedeiros resistentes (BOGDAN et
al.,2012).

A funcdo dos linfécitos T com fen6tipo CD4+ (Thl e Th2) é importante na instalagdo
da doenca. Os linfocitos Thl produzem interferon gama (IFN-y), IL-2, fator estimulador de
col6nias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e TNF, que levam a ativacdo de macréfagos
e a destruicdo dos parasitos. Por outro lado, perfil Th2 com presenca de IL-4, IL-5, inibem a
ativacdo dos macrofagos e levam a ativacdo de linfécitos B, podendo levar a susceptibilidade
da doenca em modelo experimental (COUTINHO et al., 1996; LIESE; SCHLEICHER;
BOGDAN, 2008).

Todavia, resposta imune frente a Leishmania é um processo dindmico, constituido por uma
rede complexa de cooperacdo entre células do sistema imune inato e adaptativo. Deste modo, a
participacao de fagocitos (macréfagos, neutrofilos, células dendriticas), células NK, linfocitos
T ou B, e de moléculas efetoras como quimiocinas, citocinas e anticorpos especificos
determinam o curso clinico da infeccdo (CARVALHO et al. apud SOUZA, 2014). Contudo

fatores inerentes ao hospedeiro (como caracteristicas genéticas e resposta imunoldgica), ao
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parasito (como viruléncia da espécie de Leishmania infectante) e ao vetor (como sua capacidade
vetorial) influenciam fortemente na sua patogenia (PRATES, 2011 apud ESPIR, 2013).

A seguir, esquema da Resposta Imune expresso na figura 02.
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Figura 02. Esquema simplificado da Resposta Imune a Leishmaniose (Fonte: Adaptacdo de Alexander; Bromcacher, 2012).

2.5 Tratamento

O tratamento é baseado em quimioterapia, sobretudo com antimoniais pentavalentes
(Sb*®), como o Antimoniato de Meglumina ou antimoniato de Nmetilglucamina (Glucantime®)
e o Estibogluconato de sédio (Pentostan®). Ambos apresentam alta toxicidade e inimeros
efeitos colaterais. No Brasil, a droga de primeira escolha é o Glucantime®, com o esquema
terapéutico composto por dose calculada em miligramas de antiménio pentavalente (Sb*®) por
quilograma de peso corporal por dia (20 mg Sb*>/kg/dia) através de injecBes intramuscular (IM)
ou endovenosa (EV) em ciclos de vinte a trinta dias. O indice de sucesso aps um primeiro ciclo
de Antimoniato de Meglumina varia de 26% a 100% (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002; RODRIGUES et al., 2006 BRASIL, 2017).

A eficécia do tratamento € um fendmeno complexo que envolve fatores do hospedeiro,
como a resposta imunologica, caracteristicas genéticas do paciente e a forma clinica da doenca;

vantagens do tratamento, pela qualidade da droga, duracdo da terapia e efeitos colaterais; e até
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mesmo pelas caracteristicas do parasito, como a espécie e resisténcia a drogas, que tem
aumentado com o uso de antimoniais pentavalentes (ARMIJOS et al., 2004; YARDLEY et al.,
2006).

2.6 Uso da Termoterapia na LTA e Mecanismo de acao

A hipertermia com radiofrequéncia sob lesdo cuténea, atualmente é considerada pelo
(MS) e Food and drug Administration (FDA) no tratamento da LC, levando as areas lesionadas
temperatura de 40°C e 50°C. Por meio de inducéo de ondas eletromagnéticas externas otecido
bioldgico é levado a altas temperaturas de modo localizado, regional e geral. O tecido doente
ndo consegue dissipar o calor, diferente do tecido saudavel que ndo é afetado (MANUAL
THERMOMED 1.8, 2016).

O ThermoMed (Modelo 1.8) é um dispositivo operado por bateria que proporciona calor
localizado controlado por radiofrequéncia de campo para destruir determinado tecido doente
seletivamente. E equipado com baterias de chumbo-4cido seladas internamente e tem

capacidade operacional de cerca de 100 tratamentos individuais de 30 segundos.

O dispositivo destina-se a tratar lesbes benignas, indicacbes dermatoldgicas que
inclui; verrugas, angioma, fibroma, ceratoses seborréicas, queratoses, queldides, cisto
epidermdide, acne cistica, leishmaniose tegumentar, micobactérias atipicas, e dermatofitose
(MANUAL THERMOMED 1.8, 2016).

H& um aumento da producdo de interferon alfa e gama, que potencializam o fator de
necrose tumoral, limitando a proliferacdo celular e aumento da apoptose. Concomitantemente
com aumento de proteinas de choque térmico (HSP 72-73), a primeira tem funcdes citoprotetora
e anti-inflamatdria e a HSP73 esté envolvida no processo de reconstrucéo tecidual (MANUAL
THERMOMED 1.8). Entretanto, Lobo et al. (2005) mostraram que no caso de infeccdo por L.
(v.) braziliensis a terapia de calor provoca uma resposta sistémica de citocinas semelhante a da

terapia antimonial (Glucantime).

O Thermomed tem sido usado mais amplamente para a pesquisa e tratamento da
leishmaniose cutanea. Estudo clinico abrangente, coordenado por John David, MD de Harvard
e concluido em 2002 (Myler et al., 2005), demonstrou através de seus resultados o sucesso de
estudos anteriores realizados com L.(L.) major por Oscar Velasco, MD no México, assim como

também mostrou que a terapia estimula resposta imunoldgica a doenca por hipertermia. Os
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autores constataram que o tratamento Termoterdpico foi efetivo com uma Unica aplicacdo e

avaliaram, perfis de toxicidade. As avaliagdes diarias dos meédicos ocorreram durante o

tratamento com avaliacao laboratorial e eletrocardiografica frequentes (BERZUNZA-CRUZ,
2000).

O resultado dos trabalhos ja realizados (Tabela 2) tem levado ao uso do protocolo

termoterapico para tratamento da LC, uma vez que os pacientes tratados ndo apresentaram

efeitos adversos se comparados a tratamentos convencionais.

Tabela 02- Estudos realizados comparando a eficacia de tratamentos convencionais e Tratamento Termoterapico.

Tratamentos e Resultados Espécie N° Amostral Referéncia
TM (Unica 75% Glucantime 94% L. braziliensis 27 Lobo et al,
aplicacao) (20 dias) 2006.
TM (Unica 73% Pentostam (10 59% L. (L.) major 27 Aronson et
aplicacdo) dias) al, 2010.

TM (centro e 29% Miltefosine 60% L. (V) 30 Lépez et al,
borda, 24 (20 dias) panamensis 2013.
pacientes)

TM (centro e 71% Miltefosine 49% L. (V) 51 Lopez et al,
borda, 59 (20 dias) braziliensis 2013.
pacientes)

TM (Unica 94% Intralesional 92% ND 50 Bumb et al,
aplicacao) 2013.
™ (7 60% Antimonial 84% L. (V) 25 Valencia et
aplicacdes) Pentavalente peruviana al, 2013
TM (Unica 72,2% Pentostan 70,06% ND Cardonas-
aplicacdo) Arias et al.,
2015

TM= Termoterapia; L = Leishmania; V= Viannia; ND: ndo definido.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar se a termoterapia (radiofrequéncia) pode ser um método alternativo ao tratamento da

leishmaniose cutanea no estado do Amazonas.

3.2. Objetivos Especificos

Realizar e acompanhar o tratamento termoterapico e com glucantime® em pacientes autdctones
do Estado do Amazonas com Leishmaniose cutanea;

Analisar as concentracdes séricas de citocinas pré-inflamatorias, efetoras e reguladoras (IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL17, TNF-a e IFN-y) na infec¢do por Leishmania sp. antes do inicio e ao
término do tratamento;

Identificar as diferentes manifestacGes clinicas dos pacientes com Leishmaniose cutanea
atendidos e tratados na UBS Dr° Hamilton Cidade;

Descrever o0s aspectos clinicos da doenca nos pacientes atendidos na UBS Dr° Hamilton Cidade;
Comparar e avaliar os tratamentos com glucantime® e termoterapia nos pacientes atendidos na
UBS Dr° Hamilton Cidade.
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4.0. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado em duas etapas. Primeiro, por meio de atividade em campo,
através do deslocamento da equipe de pesquisadores e técnicos até o municipio de Rio Preto da
Eva para atendimento a populagdo infectada. Além do atendimento aos pacientes da Unidade
Basica de satde, também foi realizada busca ativa, tendo em vista a dificuldade logistica da
populagdo que reside em area rural. Nesse momento foi realizada anamnese e exame fisico do
paciente, afim de verificar se este apresentava caracteristica clinica da infec¢do. Em seguida foi
realizada entrevista através do questionario de investigacdo epidemiologica (Apéndice 3), afim
de conhecer a histéria clinica e origem da infeccdo, levando em consideracdo as areas
endémicas visitadas por este antes do aparecimento da lesdo. ApoOs estas confirmagdes foi
realizada escarificagdo da lesdo para investigacdo de amastigotas em lamina. Por conseguinte a
confirmagdo do diagnéstico feito pelo exame direto, foi realizada a coleta de sangue periférico
(10ml), dos pacientes que aceitaram participar do estudo assinando Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE).

Em seguida, todo material foi levado ao Laboratério de Leishmaniose e Doenca de
Chagas do INPA para armazenamento e processamento das amostras, onde sdo realizados os
cultivos para isolamento do parasito, preparo de massa parasitaria e testes bioquimicos para
identificacdo da espécie de Leishmania e os testes imunoldgicos para detecgdo dos niveis de

citocinas no plasma humano.

Os pacientes com LC incluidos no tratamento por Termoterapia atenderam aos fatores
de inclusdo e de exclusédo, e foram acompanhados por equipe médica da Unidade Basica de
Saude Dr° Hamilton Cidade, em Rio Preto da Eva, AM.

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em humanos CONEPI/BR,N°®
118400/2016.
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4.1 FLUXOGRAMA
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4.2. Desenho do estudo

Foi realizado um ensaio clinico de fase Il randomizado aberto, visando comparar as
diferencas de eficacia e seguranca entre termoterapia e Glucantime® realizado no Laboratério
de Leishmaniose e Doenca de Chagas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
Laboratdrio de Inflamacéo e Biomarcadores (FIOCRUZ/BA) e UBS Dr° Hamilton Pessoa, Rio
Preto da Eva, AM.

4.3. Area de estudo

A cidade de Rio Preto da Eva, Amazonas, foi criada na década de 60. Situada proxima ao
Km 80 Rodovia AM 010 (3°07°06S, 59°W), distando 57,5 Km2 da capital do Estado, fazendo
parte da Regido Metropolitana de Manaus. A populacdo é formada por 26.948 pessoas e
apresenta 5.813 Km2 de érea territorial, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica. A cobertura vegetal é de floresta tropical dmida de terra-firme, apresentando grande
diversidade de espécies. O clima é tropical com temperatura média anual oscilando em torno
dos 26°C, com precipitacao pluviométrica superior a 2.000mm/ano e umidade relativa superior
a 80%.

O periodo de realizacdo foi de junho de 2016 a abril de 2017. Os sujeitos do estudo foram
pacientes de ambos os géneros, com idade de 18 a 60 anos. O local de realizagéo foi a Unidade

Basica de Saude Dr° Hamilton Cidade (Figura 04), servico de saude de referéncia local para o

diagndstico e tratamento da LC.

Figura 04. Unidade Basica de Saide Dr° Hamilton Cidade, onde foram realizados os atendimentos no Municipio de Rio

Preto da Eva.
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4.4. Célculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado assumindo uma eficacia no tratamento com a
termoterapia de 78%, e do Glucantime® de 90%. O intervalo de confianga (Cl) foi de 95% e
poténcia de 80% (teste de ndo inferioridade). Para este nimero de tamanho de amostra,
adicionamos 20% para explicar a possivel perda de assuntos para acompanhamento. O tamanho
total da amostra foi de 12 individuos do grupo termoterapia e 16 do grupo Glucantime® para

um total de 28 participantes com tratamento concluidos.

Os pressupostos deste tipo de estudo se relacionam com o fato de ndo ser desejavel
suspender o desenvolvimento de um tratamento promissor e por outro lado é desejavel
suspender o estudo o mais rapidamente possivel quando o tratamento é ineficaz tendo em vista
questBes de natureza ética. No caso de observada a auséncia de resposta ao tratamento no
periodo de 60 dias os pacientes foram tratados pelo tratamento tradicional de acordo com
indicacdo do (MS). E os pacientes que tiveram exacerbacao das les6es apds 30 dias, também
foram direcionados ao tratamento convencional. Neste caso, ap6s aplicacdo Unica e local foi
realizado acompanhamento do fechamento e resolucéo da lesdo e da possibilidade de recidivas
ou a ndo resposta ao tratamento apds 15, 45 e 60 dias ao tratamento TM. Os pacientes que
apresentaram reepitelizacdo tecidual em até 60 dias, foram acompanhados para avaliacdo
clinica por até 12 meses. Todo tratamento foi acompanhado por um médico da Unidade Basica

de satde do Municipio e de médica Dermatologista e Otorrinolaringologista, do grupo.

Populacdo-alvo: pacientes com leishmaniose cutanea (LC) confirmada, autdctones, de ambos

0s géneros e atendidos na UBS em Rio Preto da Eva, AM.

4.5 Critérios de Inclusdo e Exclusao:
4.5.1. Critérios de inclusao

Paciente do género masculino ou feminino, com dezoito anos de idade completos ou
mais, portador de LC (Leishmaniose Cutanea) causada por Leishmania spp. seguindo os

critérios clinicos e parasitologicos especificados abaixo:
Aspectos clinicos:

=  Acometimento cutaneo exclusivo;
» Presenca de lesGes com até 3,0 cms;
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Pacientes no qual é assegurado o diagndéstico de LC e ndo malignidade;
Nenhum tratamento prévio para esta infecgdo parasitaria;

Sem historico de tratamento para Leishmaniose e sem uso atual de qualquer substancia

topica ou oral.

Autoctone da Amazonia;
Casos suspeitos ou confirmados de LC;

Concessdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) em apéndice.

Aspectos parasitologicos:

Visualizacdo de amastigotas no exame direto, e/ou
Visualizacdo de promastigostas na cultura, e/ou

Isolamento em animal de experimentacdo (hamster).

4.5.2 Critérios de exclusao

Né&o foram inclusos no estudo, 0s pacientes com um ou mais dos seguintes critérios:

Pacientes com menos de dezoito anos de idade;

LesGes cutaneas localizadas a menos de 2 cm do nasal ou oral mucosa, olhos ou perto
dos orificios anal ou urogenital.

Presenca de lesbes com mais de 3,0 cms;

Paciente com marcapasso ou outro dispositivo eletrdnico implantavel;

Paciente que tenha implante metalico, por exemplo, nas articulagbes, metal no cranio,
etc.

Paciente gravida;

Lesdo mucosa;

Lesdo com mais de 12 meses de evolucao;

Quadro clinico recidivado;

Falha terapéutica com historico de tratamento prévio;

Pacientes portadores de arritmias cardiacas;

Presenca de imunossupressdo — sorologia positiva para o HIV ou uso de drogas

imunossupressoras.

Pacientes com lesGes malignas;
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= Aos pacientes que estavam sob uso de medicamentos topicos ou outras substancias
locais e atenderam aos outros critérios, foram orientados a aguardar 15 dias para realizacao

de exame, afim de evitar-se resultado falso negativo e posterior tratamento termoterapico,

4.5.3. Criterios de remocao da pesquisa

Em qualquer etapa da pesquisa o paciente pode pedir para sair do projeto, sem haver
qualquer énus ou prejuizo para 0 mesmo. A incapacidade de realizar o protocolo de
acompanhamento ou ocorréncia de eventos adversos. Pacientes que receberam TM e
utilizaram outro tipo de tratamento foram removidos do protocolo, porque este fator
interferiria em nossa analise quanto a eficacia clinica da terapia estudada. Contudo, estes

foram avaliados, tratados com Glucantime® e acompanhados até cura das ledes.

4.5.4. Intervencao

Termoterapia (Thermomed®, Thermosurgery Inc. Phoenix-EUA). Ap0s a preparacao
asséptica das lesdes e anestesia local com 2% de xilocaina, foi feita uma Unica sessdo de
termoterapia ao centro, fronteiras ativas e area periférica das lesdes. Cada aplicagdo térmica foi
a 50 ° C e durou 30 segundos; o numero de aplicacbes dependia do tamanho da lesdo. Apds a
sessdo de termoterapia e durante os proximos 15 dias, o paciente foi orientado a aplicar uma
pomada antibidtica Sulfato de Neomicina + Bacitracina (se necessario, ap6s avaliacdo médica)
sobre as lesdes, que foram entdo cobertas com gaze estéril para prevenir infec¢fes secundarias.
O antimoniato de Meglumina (Glucantime®, Aventis, Paris, Franca) foi administrado por via
intramuscular sob supervisao médica numa dose de 20 mg Sb5 / kg / dia durante 20 dias. Todos
0s pacientes de ambos 0s grupos retornaram as suas residéncias durante o periodo de tratamento
e ja informados das datas que precisariam retornar para avaliacdo e coleta de sangue. Alguns
destes foram avaliados em seus ramais, por ndo possuirem condicdes logisticas de se

deslocarem até a UBS.

45.5. Coleta de dados e amostras

Depois de fornecerem o consentimento informado, todas as lesdes dos pacientes foram
fotodocumentadas. Amostras de tecido foram retiradas para confirmar o diagnéstico e
identificacdo da espécie de Leishmania a posteriori.
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Foram retiradas amostras clinicas de todos os individuos para a confirmacdo parasitoldgica
da leishmaniose por exame microscopico direto, cultivo em meio de cultura de NNN incubados
a 25 ° C e, a partir do quarto dia, foram observados semanalmente por um més, no microscopio
Optico em busca de promastigotas. As culturas foram rotuladas com o codigo de cada
participante e foram armazenadas em racks independentes para evitar a mistura. A cada semana,
culturas positivas foram cultivadas em garrafas de 50 mL com meio liquido Soro fetal bovino
inativado (SFBIi) a 10%, sendo uma parte congelada em nitrogénio liquido e armazenada no

Criobanco e a outra foi usada para posterior identificacdo de espécies;

5.0. Acompanhamento e resultados

Os individuos que receberam Glucantime® foram avaliados no inicio e no final do
tratamento e 60 dias apds a conclusao do tratamento. Os individuos que receberam termoterapia
foram avaliados no mesmo dia em que iniciaram o tratamento, nos dias 15, 45 e 60, apos a
aplicacdo do calor, Embora a termoterapia tenha sido aplicada em uma Unica sessdo, 0
seguimento do processo de cicatrizacdo das lesbes foram realizadas seis semanas apds a
aplicacdo, coincidindo com final do grupo que recebeu Glucantime®.

A resposta ao tratamento foi avaliada clinicamente. Para cada leséo, foram utilizadas as
seguintes definigdes:
Cura inicial: Reepitelizacdo completa de todas as Ulceras e perda completa de induracdo até
60 dias ap6s o término do tratamento.
Cura definitiva: Critérios de cura iniciais sem recorréncia ap0s 12 meses a conclusdo do
tratamento.
Falha: Aumento do tamanho de uma lesdo de mais de 50% no final do tratamento ou auséncia
de resposta clinica as 6 semanas (reducdo do tamanho da lesdo inferior a 50% em relacdo a
avaliacdo no final do tratamento), sinais de atividade da lesdo 3 meses ap6s a conclusdo do
tratamento ou recorréncia ou presenca de leishmaniose mucosa em qualquer momento ap6s o
término do tratamento.
Recorréncia: Reativacdo da lesdo no local original apos a cicatrizacao.
Reinfeccdo: Presenca de novas lesGes em um local anatdmico diferente das lesdes originais
apos o paciente ter sido considerado curado e depois de retornar as areas endémicas.
Em todos os individuos que tiveram uma falha no tratamento, o Glucantime® foi fornecido
como terapia de resgate a uma dose de 20 mg Sb5 / kg / dia durante 20 dias, de acordo com as
diretrizes do Ministério da Saude.
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Cuidados
Antes do tratamento foi feito o diagndstico parasitoldgico para confirmacdo de LC e exames
preliminares;
Ao inicio do tratamento com o ThermoMed Modelo 1.8 foram removidos objetos metalicos da
area, visto que o aparelho emite sinais de radiofrequéncia que pode causar interferéncia
eletromagnética em outros equipamentos;
Evitou-se colocar o aplicador muito proximo aos vasos sanguineos, porque pode ocasionar
necrose e resultar em hemorragia;
Aplicagdo uma Unica vez no local definido;
A area de aplicacdo foi limpada com gaze;
Foi utilizado lidocaina 1 a 2%; repetida assepsia com gaze para remover excesso de umidade;
Lesdes que estivessem secas, eram lavadas com solucdo salina para aumentar a condutividade;

O aplicador era autoclavado e colocado em substancia esterilizante.
Etapa 1: Aplicacéo local de hipertermia:

Aplicacao local numa unica sessdo 50 °C, 30 segundos;

Avaliacgdo quanto a resolucéo da leséo 15, 45 e 60 dias apds sessdo de tratamento local.
Etapa 2: Avaliacdo do tratamento por hipertemia:

Se houver resolucdo e reepitelizacdo da lesdo (cicatrizacdo e cura clinica) na avaliagdo no
30°dia, o paciente sera acompanhado por mais 60, 90 dias e 12 meses sem nova ou qualquer
aplicacdo do tratamento;

Caso ndo houvesse resolucdo e reepitelizacdo da lesdo (cicatrizacdo e cura clinica) na avaliacéo
no 30° dia, o paciente era tratado com droga de primeira escolha indicada pelo Ministério da

Saude.

Diagnostico LC 1 30 60 90 12 meses

Termoterapia Aplicagdo  Acompanhamento clinico pds-tratamento e niveis de citocinas

Figura 05. Esquema de diagnostico e aplicacdo de termoterapia.
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6. Desfechos

6.1. Escolha dos desfechos:
Consideracdes gerais:

A leishmaniose cutanea pode curar espontaneamente sem tratamento, mas este tipo de evolugéo
acontece no prazo de meses ou anos e sO remotamente durante os primeiros trés meses de
evolucdo do quadro, ainda assim, dependendo da forma clinica e espécie de Leishmania
envolvida na infecgéo;

A reepitelizacdo completa das leses € um ponto de afericdo facil, independentemente da
persisténcia ou ndo do infiltrado inflamatdrio, considerada como cura clinica;

A resposta precoce durante os primeiros 20 dias durante o tratamento com antimoniais pode
cursar com aumento do tamanho das lesdes que regridem progressivamente ap0s as semanas
subsequentes;

Defini¢cbes mais rigorosas em relacéo a celeridade do aparecimento dos sinais de resposta ao
tratamento garantem, de uma melhor maneira, a seguranca dos pacientes do estudo para o risco

de exposicdo a tratamentos ineficazes.

6.2 Desfechos primarios

Proporcéo de pacientes com cura precoce (D60).

6.3. Desfechos secundarios

Proporgéo de pacientes com melhora;

Proporgéo de pacientes com falha terapéutica precoce;

Proporgéo de pacientes com recidiva;

Proporcédo de pacientes com suspensdo precoce do tratamento;

Proporcdo média de reepitelizacdo da Glcera no 30° dia;

Proporcdo média de reepitelizacdo da Glcera no 60° dia;

Proporcédo de eventos adversos sérios;

Proporcdo e gravidade de eventos adversos clinicos, laboratoriais ou alteracdes
eletrocardiogréficas;

Proporgéo de pacientes com cura definitiva.
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6.4. Definicdes

Definigcdo de cura precoce: reepitelizagdo total da tlcera em até 60 dias (D60).

Definicdo de cura definitiva: permanéncia da reepitelizacdo total da Ulcera em até 180 dias
(D180).

Definicdo de melhora: reepitelizacdo parcial superior a 60% e inferior a 100% da Ulcera em
até 60 dias (D60).

Definicdo de falha terapéutica precoce: qualquer comportamento diferente do descrito na
definicdo de melhora até o sexagésimo dia de acompanhamento (D60). A necessidade de
prolongar o tratamento além do periodo preconizado no protocolo pela auséncia de sinais de

melhora também sera considerada como falha terapéutica precoce.

Definigdo falha terapéutica: auséncia de melhora ou cura ou necessidade de interrupgédo
precoce do tratamento, conforme descrito acima. Todos 0s pacientes que sejam perdidos
durante o seguimento serdo classificados como falha terapéutica e analisados na abordagem de

intencdo de tratar.

Definicdo de recidiva: ressurgimento de sintomas — ap6s periodo de melhora ou
desaparecimento dos mesmos, depois de finalizado o tratamento, que se apresente até o 180°

dia de acompanhamento.
7.0. Indicac0es terapéuticas no caso de falha ou recidiva:

Foi Preconizado o uso de Glucantime® (droga de primeira escolha) ou o uso de
Pentamidina® (droga de segunda escolha, indicada para pacientes infectados com Leishmania

guyanensis), trés doses de 3-4mg/kg/dia, intramuscular, dependendo da forma clinica.
7.1. Cronograma de avaliagdes

Foram realizados o exame clinico e a aplicagdo de um questionario pelas equipes nos
seguintes dias de seguimento: DO, D15, D45, D60.

7.2. Procedimentos

Todos os pacientes portadores de lesdo, clinicamente compativel com leishmaniose
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tegumentar americana, com menos de doze meses de evolucdo, foram submetidos a avaliagcéo
diagndstica; esta consistiu na pesquisa de amastigotas pelo exame direto, escarificacdo e/ou
biopsia da lesdo, com o intuito de encaminhar material para realizacdo de cultura e/ou
isolamento em animal de experimentacéo e identificacdo da espécie.

Aos casos confirmados, que contemplem os critérios de inclusdo, foi oferecida a possibilidade
de participar do estudo, com apresentacao, leitura e explicagcdo do TCLE.
Com a aceitacdo em participar do projeto e assinatura do TCLE pelo paciente ou representante
legal do mesmo, o participante seguiu o fluxograma de tratamento.
Pesquisa de amastigotas: O exame direto para identificacdo de formas amastigotas do
parasitofoi realizado por escarificagdo da borda interna da tlcera ou da lesdo utilizando-se
laminas de bisturi estéril, escarificador ou punch. Com o material obtido foi feita uma distenséo
em laminas de microscopia previamente limpas, desengorduradas e secas. Apds a confec¢do do
esfregaco, as laminas foram coradas com Kit Panotico rapido.
Cultivo para Leishmania: Os fragmentos cutaneos obtidos por bidpsia da borda da lesdo foram
inoculados em meios de cultivo NNN — Neal, Novy e Nicolle (agar sangue modificado) e RPMI,
entre 24 °C e 26 °C. Apo6s o quinto dia ja pode- se encontrar formas promastigotas do parasito,
entretanto a cultura foi mantida até um més sob observacdo antes da liberacdo do resultado
negativo.
Coleta de sangue: A coleta de sangue periférico por pun¢do venosa (realizada por enfermeira
da equipe) foi feita em tubos com sistema a vacuo, com solugdo EDTA como anticoagulante
(BD Vacutainer® Juiz de Fora, MG, Brasil) dos pacientes e dos individuos sem infeccdo por

leishmanias (controle negativo=CN) para realizacdo dos Testes Imunol6gicos.

7.3. Manejo dos dados

Os dados de todas as fichas clinicas foram registrados pelo investigador principal ou

alguém por ele designado, utilizando formularios especificos para a coleta de dados.

Os formuléarios foram preenchidos em 3 vias, uma via ficou no centro de atendimento
ao paciente e as outras duas no laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas no INPA.
Essas informagfes foram transferidas para um banco de dados em formato eletrnico. Foi
checada a consisténcia entre 0s bancos obtidos por meio da dupla entrada de dados e as

inconsisténcias eram corrigidas tendo como documento fonte o formulario em papel. Finalizada
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esta etapa, 10% das fichas clinicas foram sorteadas para confrontar os dados com os dados
eletrbnicos para assegurar que a taxa de erro fosse menor que 1%.

8.0. Dosagem de Citocinas por CBA (Cytometric Bead Array):

Para dosagem de citocinas foram utilizados amostras de soros da soroteca dos
pacientes tratados por Glucantime e do grupo controle negativo. Foi realizada pela técnica de
Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) com o Kit BDTM Human TH1/Tn2/TH17
Cytokine (Cat. N° 560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA),
seguindo as orientacOes descritas pelo fabricante. As citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL17, TNF-o e IFN-y.

O Kit BDTM CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente através
de uma superficie de captura as varias citocinas solUveis. Cada bead de captura esta conjugada
com um anticorpo especifico para cada citocina. A detec¢do das citocinas presentes na amostra
é realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que fornecem um
sinal fluorescente em proporcdo a quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os
complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de detec¢do sao
quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescéncia PE de cada
complexo revela a concentragdo em pg/mL de cada citocina. Para a aquisi¢do das amostras foi
utilizado o Citémetro de Fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA,

USA) da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM.

Para o calculo das concentracbes em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia
(MFI) de cada citocina, foi utilizado o software FCAP-ArrayTM (v3.0.1).

9.0. Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos niveis séricos das citocinas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram considerados
como apresentando uma distribuicdo ndo paramétrica, e, portanto, as analises comparativas
entre os grupos foram realizadas por meio da andlise de variancia ANOVA seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis e Mann Whitney. A significancia estatistica foi definida em ambos 0s casos
em p<0,05. Para analise entre os grupos tratados por terapias diferentes, foi utilizado o software

estatistico R 3.4.3. O nivel de significancia adotado para os testes foi de 5%.
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Foi criada uma variavel auxiliar chamada de “tratamento” para iniciarmos as
comparages utilizando os seguintes testes: teste t de student, teste de Qui-Quadrado, teste de
Mann-Whitney e teste exato de fisher. As varidveis quantitativas foram utilizados os dois

primeiros testes e a varidveis qualitativas o ultimo teste citado.

10.0 RESULTADOS

O calor controlado através da aplicacdo de ondas de radio foi utilizado no tratamento da
leishmaniose cutanea (LC). Neste estudo, foi investigado se a terapia de calor local tem efeitos
sisttmicos, medida pela modulagdo da producéo de citocinas apos a terapia térmica de lesGes
CL em comparacdo com o tratamento antimonial (Glucantime). Pacientes com LC foram
distribuidos aleatoriamente neste estudo. O calor (50 ° C durante 30s) foi aplicado uma Unica
vez. O grupo que recebeu terapia com Glucantime recebeu de 2 a 8 ciclos (20mg/kg), de acordo

com a clinica de cada individuo, avaliada pelo médico.

10.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

As caracteristicas dos dois grupos de pacientes encontram-se apresentadas nas Tabelas
03, 04 e 05. Com base nos resultados da tabela 05 abaixo, as variaveis: ldade, tamanho da leséo

e Cultivo apresentam uma diferenca significativa entre os dois grupo de tratamento.

Amastigota em biopsia, Local da lesdo, N° de lesGes e Caracteristica da lesdo nédo
apresentam diferenca significativa, portanto, ha evidéncias, para que esses variaveis sejam

iguais estatisticamente dentro dos dois tratamentos.

Verificou-se significancia estatistica (P=0,0180) entre 0s grupos quanto as caracteristicas
das lesdes. O diagndstico parasitoldgico das biopsias foi confirmado em todos os 28 pacientes,
da terapia de calor e no grupo Glucantime; sendo 23 em cultivo e 12 em animal de
experimentacdo. Mas apenas o grupo Glucantime obteve positividade de todas as amostras em

cultivo.

Na Tabela 03 estdo descritas as caracteristicas dos 22 pacientes tratados por termoterapia.

Destes pacientes, apenas 12 concluiram as avaliagdes das lesfes apos tratamento.
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Tabela 03. Caracteristicas clinicas dos pacientes tratados com termoterapia.

Tempo de Intervalo de Tamanho

Cdédigo da Amostra ~ Sexo (Iadr?c()jse) Infe_cgéo coleta (PT) Il::c”)dez da Lesdo Ca(;gclzigzﬁica
(dias) (meses) (cm)

MHOM/BR/16/IM6164 F 54 15 * 01 1,0x1,0 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6165 M 38 30 02 08 0,6x0,5 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6166 M 54 90 02 01 1,4x1,1 Ulcera franca
MHOM/BR/16/IM6167 F 33 60 * 01 0,9x1,6 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6168 M 30 30 02 01 0,9x2,1 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6169 M 62 360 02 01 1,2x0,8 Nodular
MHOM/BR/16/IM6170 M 51 30 * 02 2,5x2,1 LesOes satélites
MHOM/BR/16/IM6171 M 20 60 * 01 1,1x1,0 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6172 F 32 90 * 01 1,5x1,5 Ulcera Franca
MHOM/BR/16/IM6173 M 18 60 * 04 2,5x1,5 Ulcera franca
MHOM/BR/16/IM6175 F 51 30 02 01 1,0x0,5 Ulcera franca
MHOM/BR/17/IM6176 M 25 30 02 01 1,5x1,6 Ulcera franca
MHOM/BR/17/IM6177 F 64 120 02 03 1,5x1,5 Ulcera franca

MHOM/BR/17/6184 M 39 60 * 01 1,0x1,2 Ulcera franca
MHOM/BR/17/1IM6185 F 45 60 02 02 0,9x0,5 LesBes em placa
MHOM/BR/17/1M6186 F 18 180 * 01 1,1x0,8 Lesdo em Placa
MHOM/BR/17/IM6187 M 18 60 02 01 1,8x1,5 Verrucosa
MHOM/BR/17/IM6188 M 51 60 02 01 1,5x1,3 Ulcera Franca
MHOM/BR/17/IM6189 M 25 60 02 02 1,5x0,9 Nodular
MHOM/BR/17/IM6191 M 62 90 * 01 1,8x1,1  Lesdes Satélites
MHOM/BR/17/1M6192 F 38 90 * 01 1,1x1,3 Ulcera Franca
MHOM/BR/17/IM6193 M 48 90 02 01 0,9x1,1 Ulcera Franca

Legenda: Pacientes /Amostras isoladas: M- mamifero; HOM- Homo sapiens; BR-pais de origem (Brasil)/ano de isolamento/cédigo
original utilizado pelo INPA; Sexo: M- masculino; F- feminino. *Evaséo ou exclusdo do protocolo. Pacientes que apresentaram mais
de uma lesdo foi incluido o valor da lesdo de maior tamanho.*= b de acordo com NAIFF et al. (2009).
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Os pacientes tratados por Glucantime® sdo descritos na tabela 04. Desse grupo de tratamento,

todos os pacientes concluiram as avaliages.

Tabela 04. Dados dos pacientes que receberam Glucantime® como tratamento

Tempo Intervalo Tamanho

CougodaAmusra S0 (05| B deukte e gl Cataciritis
(dias) (meses) &)
MHOM/BR/09/IM5595 M 21 30 04 01 1,2x1,5 Nodular
MHOM/BR/10/1M5637 F 31 60 03 01 1,7x1,8 em placa
MHOM/BR/10/IM5653 M 18 90 06 01 3,0x2,0 Ulcera franca
MHOM/BR/10/1M5690 F 58 60 10 01 1,7x1,8 Olcera
vegetante

MHOM/BR/10/1M5692 F 30 15 06 02 6,0x6,0 Verrucosa
MHOM/BR/10/1M5694 M 29 14 07 01 2,0x2,3 Nodular
MHOM/BR/11/1M5697 M 19 14 03 01 1,3x1,6 em placa
MHOM/BR/11/1IM5749 M 38 30 03 01 1,7x1,4 Impetigoide
MHOM/BR/11/1IM5772 M 26 120 04 01 1,0x0,8 em placa
MHOM/BR/11/IM5773 M 30 10 10 01 3,2x2,1 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5775 M 24 21 07 04 0,8x5,0 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5828 M 43 150 05 01 1,1x0,8 Ulcera franca
MHOM/BR/11/1M5869 M 24 60 03 08 6,0x6,0 Ulcera franca
MHOM/BR/11/1M5874 F 23 120 10 01 8,0x1,4 Ulcera franca
MHOM/BR/11/1M5875 M 49 30 04 01 1,1x0,7 em placa
MHOM/BR/11/1IM5976 F 18 21 06 01 1,7x1,3 Verrucosa

Legenda: Isolados: M- mamifero; HOM- Homo sapiens; BR-pais de origem (Brasil)/ano de isolamento/cédigo
original utilizado pelo INPA; Sexo: M- masculino; F- feminino. Pacientes que apresentaram mais de uma leséo

foi incluido o valor da lesdo de maior tamanho.*= De acordo com NAIFF et al. (2009).
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Os resultados obtidos nesta secdo sdo com 0 objetivo de comparacdo entre os tratamentos
(Termoterapia e Glucantime®) s&o descritos na tabela 05.

Tabela 05: Comparativo entre tratamentos (Termoterapia e Glucantime®)

Tratamento
- . Total
Variaveis Glucantime Termoterapia P - valor
_ _ N =28
n =16 (%) n=12 (%) (%)
Idad N
ade (anos) 0.001(T)
Média 375
(Desvio 30.1(11.6) 47.3 (12.7) (14'7)
Padréo) '
Amastigota em bidpsia 1(F
ausente 1(6.2) 0 (0) 1(3.6)
presente 15 (93.8) 12 (100) 27 (96.4)
Local da lesdo 0.694 (Q)
Ml 8 (50) 4 (33.3) 12 (42.9)
MS 5(31.2) 6 (50) 11 (39.3)
Tronco 3(18.8) 2 (16.7) 5(17.9)
N° de lesbes 0.757 (Q)
1 13 (81.2) 8 (66.7) 21 (75)
2 1(6.2) 2 (16.7) 3(10.7)
3 0 (0) 1(8.3) 1(3.6)
4 1(6.2) 0 (0) 1(3.6)
8 1(6.2) 1(8.3) 2(7.1)
Tamanho da Les&o(cm) 0.01 (M)
Mediana(IQR) 3.1(2,6.2) 1.1(0.81.9) 2(14.2)
Caracteristica da lesao 0.307 (Q)
Placa 4 (25) 1(8.3) 5(17.9)
Impetigoide 1(6.2) 0 (0) 1(3.6)
Lesbes
satélites 0(0) 1(8.3) 1(3.6)
Nodular 2 (12.5) 1(8.3) 3(10.7)
Ulcera 6 (37.5) 9 (75) 15 (53.6)
Ulcera
vegetante 1(6.2) 0 (0) 1(3.6)
Verrucosa 2 (12.5) 0 (0) 2(7.1)
Cultivo 0.008 (F)
negativo 0 (0) 5 (41.7) 5(17.9)
positivo 16 (100) 7 (58.3) 23 (82.1)

Nota: IQR = Intervalo interquartilico ( 1° e 3° Quartil). P valor: T = Teste t de student para amostras independentes
e variancias iguais, Q = Teste de Qui-Quadrado, F = Teste exato de fisher, M = Teste de Mann-Whitney.
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Estdo apresentadas na figura 06 as lesbes produzidas em focinho de hamster
(Mesocricetus auratus), cerca de trés (3) a seis (6) meses apos inoculacdo de fragmentos.
macerados de bidpsias de lesdo dos pacientes. Esse procedimento foi realizado como auxiliar

no diagndstico e isolamento parasitario.

NuUmero de Registro Caracteristicas das lesdes
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Figura 06. Lesdes cutaneas em focinho de hamsters (Mesocricetus auratus) inoculados com macerado de bidpsia
de leséo dos pacientes do Grupo tratado por Termoterapia.
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10.2. Resposta clinica geral:

Dos 22 pacientes incluidos no estudo para tratamento termoterdpico, 12 (54%)
concluiram suas avaliag6es clinicas seguindo o protocolo de tratamento proposto. Os outros
foram removidos do estudo. A cura definitiva foi obtida em 58% dos casos (n=7) e cinco
pacientes (42%) ndo responderam a termoterapia e precisaram ser encaminhados para
tratamento com Glucantime. Dos individuos que seguiram o protocolo proposto, um paciente
(15%) apresentou cicatrizacdo da lesdo com 15 dias apds inicio do tratamento termoterapico e

seis (85%) com 60 dias apds seu inicio.

Os dez casos que ndo concluiram o tratamento termoterapico, foram removidos deste
estudo, por razdes diversas como 0 ndo retorno ao servigco ou a opgao por iniciar outro tipo de
tratamento. A fim de evitar as perdas desses casos, buscas ativas foram realizadas pela equipe
da pesquisa, entretanto, 90% dos pacientes (n=9) ndo foram encontrados no endereco ou
telefone disponibilizado a equipe. Foi possivel contactar apenas um paciente e 0 mesmo foi
excluido do estudo pois havia feito uso de brasa de carvdo na lesdo, acarretando assim
exacerbacdo e infiltrado inflamatério, o que influenciou no protocolo de tratamento avaliado.
Esta paciente foi direcionada ao tratamento por Glucantime®. Em pacientes com apenas uma

das varias lesdes tratadas com terapia de calor, as lesdes ndo tratadas também curaram.

O grupo tratado com Glucantime® foi composto por 16 pacientes, destes, um individuo
(6,25%) recebeu apenas um ciclo do tratamento (20 doses), nove pacientes (56,25%) fizeram
uso de dois ciclos (40 ciclos), trés (18,75) receberam trés ciclos (60 doses) da terapia, um
(6,25%) recebeu seis ciclos (120 doses) e dois (12,5) receberam 8 ciclos (180 doses). Todos 0s
Pacientes tratados por Glucantime® (por via endovenosa) apresentaram cura definitiva das
lesOes.

Nas Figuras 07, 08 e 09 é demonstrado esquema de tratamento dos pacientes de ambos 0s
grupos terapéuticos e a resposta clinica destes, frente as terapias discutidas. A andlise de eficacia
entre ambos os tratamentos mostrou que Glucantime® foi 42% mais eficaz do que a

termoterapia.

43



Amostra Inicial Total

(n=44)
Removidos do estudo
Nao atenderam a critérios:
n=6( 13,63%)
Tratados
(n=38)
Termoterapia Glucaillti6me®
(n=22) (n=16)

: : Acompanhamento de 6 a 12 meses
Avaliagio apos 15 dias da TM Cicatriza¢do com um ciclo n= 1 (6,25%)
Cicatrizagdo n= 1 (15%) Cicatriza¢do com dois ciclos n=9

Falha Terapéutica n=2 (16,66%) (56,25%)
Removido n= 1 (8,33) Cicatrizagdo com trés ciclos n=3
Evasdo n=7 (58,33) (18,75%)
Cicatrizag¢do com seis ciclo n=1 (6,25%)

Removidos do

protocolo TM
(n=10) Analise

n=16 (100%) de cura definitiva

Avaliagao apos 60 dias da TM
Cicatrizacao n= 6 (85%)

Falha
Terapéutica

Acompanhamento por até 12 n=5 (42%)
meses
Cura definitiva n= 7 (58%)

Analise
n= 07 (58%) de cura definitiva

Figura 07. Fluxo de resultados obtidos da avaliag&o clinica em resposta ao tratamento por Termoterapia e Glucantime®.
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Na figura 08 é demonstrado atraves de grafico o diametro inicial das lesdes e o tempo de

avaliacdo clinica, assim como, os dias em que houveram cicatrizacdo das lesdes de cada
naciente.  0Os nacientes  san  renresentadns  nelos  cAdinns  de  renistro  internn,

2.5-
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% — IM 6166
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S 4 - IM6177
Q
£ -+ IM6188
S 0.5- = IM6193
>
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Tempo de Avaliagao clinica (dias)

Figura 08. Pacientes com cicatrizagéo da lesdo em 15, 45 e 60 dias ap6s tratamento Termoterapico. Representados
com cddigos de registros individuais por paciente (HOM/BR/16/IM6165; HOM/BR/16/IM6166;
HOM/BR/16/IM6168; HOM/BR/16/IM6169; HOM/BR/17/IM6177; HOM/BR/17/IM6188;
HOM/BR/17/IM6193).

No inicio do tratamento 22 pacientes receberam a terapia de calor (Figura 09) no decorrer
dos dias de acompanhamento 10 pacientes evadiram-se. E os demais seguiram em avaliagédo

clinica, conforme figura abaixo.
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Figura 09. Representagdo dos pacientes ao inicio do tratamento e ao término do protocolo.
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Na Figura 10 abaixo, sdo fotodocumentadas a evolugdo de reepitelizacdo tecidual de
pacientes tratados por Termoterapia.

D30 D60

IM 6165

IM 6166

IM 6168

DO D30 D60

IM 6169

IM 6185

Figura 10. Efeito sistémico da terapia de calor na lesdo da leishmaniose cutanea. Sequéncia de lesdes de LC dos
pacientes tratados (HOM/BR/16/IM6165; HOM/BR/16/IM6166; HOM/BR/16/IM6168; HOM/BR/16/IM6169;
HOM/BR/17/IM6185; HOM/BR/17/IM6188). Fotos antes de iniciar o tratamento (A = dia 0), 30 (B) e 60 (C) dias

apos tratamento.
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10.3. Resposta sistémica das citocinas

A producdo de citocinas por células mononucleares de sangue periférico foi testada nos
dias 0, 45 e 60 apds o inicio do tratamento nos grupos tratados. No final de 60 dias, 58% das

lesGes foram curadas no grupo de terapia de calor e 100 % no grupo glucantime (P = 0,1226).

A dosagem de citocinas do grupo tratado por termoterapia, ndo apresentou niveis
detectaveis no plasma devido a problemas no transporte aéreo (atraso na entrega) para 0 grupo
do Dr Jorge Claréncio Souza Andrade, no Instituto Gongalo Moniz- Fiocruz Bahia/LIB-
Laboratdrio de Inflamac&o e Biomarcadores, Salvador — Bahia. Isto deve ter ocorrido devido a
extrema elevacao da temperatura e a desnaturacdo proteica presente no material bioldgico pela
dificuldade no armazenamento. Entretanto, os testes serdo refeitos a posteriori para a
publicacdo. As amostras ficaram com os mesmos padrdes de dosagem do padréo de 0,0pg. O
"dot plot" representativo dos padrdes foi adicionado e um de cada grupo teste, incluindo uma
amostra controle que apresenta concentracdes de 1L10 e TNF (controle positivo). No Anexo 1

estdo os valores individuais das dosagens de citocinas.

10.4. Concentragéo de citocinas sistémicas nos pacientes tratados com Glucantime®
10.4.1. Citocinas Pro-inflamatorias e de Perfil THl

A concentracdo das citocinas pro-inflamatérias (IL-2, TNF-a, IFN-y) apresentaram

diferencas significativas (p<0,0001) entre individuos infectados e ndo infectados (Figura 13).

Na analise comparativa entre controles e amostras somente antes do tratamento com
antimonial pentavalente (AT) as citocinas (IL-2, TNF-a, IFN-y) apresentaram p<0,0001, e
maior concentracdo no grupo infectado foi observado quando comparado ao controle. Na
analise estatistica comparativa entre controles e amostras pds-tratamento, foi encontrado
mesmo p valor (p<0,0001), entretanto, as concentragfes nas amostras pds-tratamento tendem a
diminuir, mas ainda sdo maiores quando comparadas aos controles. Nao foram observadas
diferenga significativa nas concentracdes séricas de IL-2, IFN-y ¢ TNF-a entre os pacientes

antes ou pés-tratamento.
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10.4.2. Citocinas Regulatorias e de Perfil Th2 e TH17

A citocina regulatoria IL-10 apresentou aumento significativo quando comparado aos

controles (p<0,0001 Figura 13). Maior concentracdo de IL-10 também foi observada nas
amostras pos-tratamento quando comparado a populacéo controle.

Diferencas estatisticas significantes foram observadas para as citocinas (IL-4 e IL-6)
[p<0,0001] na comparacdo com individuos ndo infectados. Na andlise entre as amostras dos

pacientes (AT x PT) ndo foi observado diferenca no nivel das citocinas nesses dois momentos.

A citocina IL-17 apresentou maior concentracdo sérica nas amostras dos pacientes em
relacdo aos controles (p<0,0001). Verificou-se que antes do tratamento essa citocina esta mais
expressa do que no pés-tratamento e que ao término do uso do antimonial pentavalente a

concentracéo de IL-17 apresenta predisposicdo a reduzir sua concentragédo (Figura 11).
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Figura 11. Citocinas Dosadas dos Pacientes tratados por Glucantime® antes (AT) e apos o tratamento (PT) (3
meses a 12 meses), e grupo controle negativo (CN).
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11.0. Descricéo de casos clinicos de pacientes tratados por Termoterapia (Série de
Casos):

11.1. ESTUDO DE CASQOS

CASO 1 - (HOM/BR/2016/1M6164)

Anamnese: N.N.B, 54 anos, género feminino, natural do Municipio de Rio Preto da Eva- AM,
casada, multipara, agricultora. Atendida no dia 03 de novembro de 2016 apresentando lesao
cutanea no Membro Inferior Esquerdo (MIE) com auséncia de cicatrizagao e tempo de evolugéo
de 2 semanas. Paciente relatou ter feito uso de neomicina, mas suspendeu o uso por 15 dias para
realizar exame direto para Leishmaniose, passando a fazer uso apenas de agua e sabao para
higienizacdo da lesdo. Sem histdrico de etilismo, tabagismo, doencas cronicas e uso de
medicacgdes. Reside em area Rural, casa prépria e com saneamento basico insatisfatério. Relata

ndo ter visitado ramais vizinhos antes do aparecimento da lesdo. Nega morbidades na familia.

Exame fisico: Paciente lucida, orientada, responsiva, afebril, normotensa, hidratada, corada e
com desjejum. Cabeca: cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene do couro
cabeludo satisfatéria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo couro
cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, menor que trés segundos, hidratada e
lisa. Os olhos com aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa,
esclerdticas brancas e limpas, pupilas isocdricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas de
posicdes regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secrecGes ou
hiperemia. No segmento do nariz, ndo se observou desvios septais, sem presenca de muco e
sem deformidades. Higiene bucal satisfatdria, porém com uso de prétese dentéria superior.
Apresentava labios e mucosa oral hidratadas sem alteragdes. Pescoco: forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume normal, consisténcia e mobilidade normais, de superficie lisa. Torax: sem
alteracdo anatémica de expansibilidade normal, mamas simétricas e turgidas. AC: RCR em 2
tempos BNF sem sopros. AP: MV (+) bilateralmente. Abdome: RHA (+) ativos, sem
alteracfes. FungOes Vesicointestinais preservadas. MMSS: sem alteragdes. MMII: presenca
de leséo ulcerada, sem caracteristicas de infec¢do secundaria, no MIE, medindo 1cm x 1cm,

infeccdo secundéria ausente.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para Leishmaniose cutinea no exame

parasitologico direto.
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Evolucdo: Apds 30 dias a paciente evoluiu com piora do quadro clinico por utilizacéo de brasa
de carvdo no local da lesdo. A ferida encontrava-se com sinais flogisticos, apresentando o dobro
do tamanho da primeira avaliacdo e com secrecao serosa. Para fins da pesquisa a paciente foi
excluida do grupo de tratamento Termoterapico por ter utilizado método terapéutico empirico
que influenciaria no resultado do protocolo. Esta foi encaminhada por médica do grupo para

tratamento com Glucantime e acompanhada até a cura clinica.

CASO 2 - HOM/BR/2016/1M 6165)

Anamnese: A.C.O, 38 anos, género masculino, natural do Municipio de Rio Preto da Eva- AM,
casado, agricultor. Atendido no dia 03 de novembro de 2016 apresentando Lesdes cutaneas nos
Membros Inferiores (MMII) com auséncia de cicatrizacdo e tempo de evolucdo de 2 semanas.
Sem histdrico de etilismo, tabagismo, doencas cronicas e uso de medicacdes. Reside em area
Rural, casa prépria e com saneamento basico insatisfatdrio. Relata ter estado em area endémica,
Ramal do Cafezal, antes do aparecimento da leséo, para atividade de caca. Nega morbidades na

familia. Nega historico de etilismo, doencas cronicas e uso de medicacdes.

Exame fisico: paciente lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso, hidratado e com
desjejum. Cabeca: cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene do couro cabeludo
satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo couro cabeludo,
face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos possuem aspecto
simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleréticas brancas e limpas,
pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢cdes regulares, com
tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secrec6es ou hiperemia. No segmento do nariz,
ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades. Apresenta labios e
mucosa oral hidratadas sem alteracdes, higiene bucal satisfatdria, porém com uso de protese
dentaria superior. Pescoco: de forma cilindrica e contorno regular com mobilidade passiva.
Traquéia de formato regular e em linha média, tiredide de volume normal, consisténcia e
mobilidade normal, de superficie lisa. Térax: Simétrico, com expansibilidade normal. AC:
RCR em 2 tempos com BNF sem sopros. AP: MV (+) bilateralmente. Abdome: RHA (+)
hipoativos. Fungdes Vesicointestinais (+). MMSS: sem alteragcdes. MMII: Presenca de 8 lesdes
ulceradas, sendo no 5 lesdes em MID e 3 lesbes em MIE sem caracteristicas de infeccéo

secundaria, medindo 0,6cmx0,5¢cm.
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Diagndstico e tratamento: Resultado positivo para Leishmaniose cutdanea no exame

parasitoldgico direto.

Evolucéo: Apds 15 da aplicacdo do TM o paciente retornou para a avaliacdo clinica e coleta de
sangue. Pode-se observar que houve reepetelizacdo tecidual das 8 lesGes. A cura clinica
definitiva foi confirmada apds avaliacdo por até 12 meses conforme é preconizado pelo

ministério da saude, e ndo apresentou recidiva.
CASO 3 - HOM/BR/2016/1M 6166)

Anamnese: A.C.L, 54 anos, género masculino, natural do Municipio de Rio Preto da Eva- AM,
casado, agricultor. Atendido no dia 11 de novembro de 2016 apresentando Lesdo cutanea no
Membro Superior Direito (MSD) com tempo de evolucao de 6 meses. Sem histérico de etilismo,
tabagismo, doencas cronicas e uso de medicacdes. Reside em area Rural, Ramal do Baixo Rio,
casa propria e com saneamento basico satisfatdrio. Relata ndo ter visitado ramais vizinhos antes
do aparecimento da lesdo. Nega morbidades na familia. Nega historico de etilismo, doengas

cronicas e uso de medicagoes.

Exame fisico: paciente encontra-se Ilcido, orientado, responsivo, afebril, hipotenso,
hidratado e com desjejum. Cabega: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocéricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pescoco: forma cilindrica e contorno
regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média, tiredide de
volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo anatdmica
de expansibilidade normal. AC: RCR em 2 tempos com BNF sem sopros. AP: MV (+)
bilateralmente. Abdome: RHA (+) hipoativos. Fung6es Vesicointestinais (+). MMSS: presenca

de leséo cutanea, medindo 1,4cm x1,1cm. MMII: sem alteragdes.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.
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Evolugdo: Paciente compareceu nos dias orientados para avaliagdo clinica e coleta de sangue
periférico. Ao 60° dia foi observado cicatrizacdo da lesdo. Para fins de confirmacdo de cura

clinica este paciente foi acompanhado por até 12 meses e ndo apresentou recidiva.
CASO 4 — (HOM/BR/2016/IM 6167)

Anamnese: 1.C.S.S, 33 anos, género feminino, natural do Municipio de Rio Preto da
Eva- Amazonas, casada, agricultora. Atendida no dia 24 de novembro de 2016. Lesdo cutanea
em Membro Inferior direito(MID) que néo cicatrizava, ndo sabendo tempo de evolucdo, relata
0 aparecimento da lesdo em seu sitio, no Ramal do Baixo Rio. Nega histdrico de etilismo,

tabagismo, doencas cronicas e uso de medicacgoes.

Exame fisico: paciente encontra-se lUcida, orientada, responsiva, afebril, normotensa,
hidratada e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato mesoceéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleréticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢oes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secrecdes ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracfes. Pescoco: de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Térax: sem alteracdo
anatdmica de expansibilidade normal. AC: RCR em 2 tempos com BNF sem sopros. AP: MV
(+) bilateralmente. Abdome: RHA (+) hipoativos. Func¢des Vesicointestinais (+). MMSS: leséo
cuténea ulcerada, com caracteristicas de infeccdo secundaria, medindo 0,9cm x1,6cm. MMII:

sem alteracoes.
Diagnéstico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitolégico direto.
Evolucéo: Paciente evadiu-se apds 30 dias da aplicacdo da Termoterapia.

CASO 5 - (HOM/BR/2016/IMIM 6168)

Anamnese: Paciente, V.P.S., 33 anos, género masculino, natural do Municipio de Rio Preto

da Eva- Amazonas, solteiro, Garcom. Atendido no dia 24 de novembro de 2016. Lesdo no
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Quadrante Inferior Direito(QID) que ndo cicatrizava, tempo de evolucdo de 1 més. Relata o
aparecimento da leséo apos ter ido a BR 174, no Alto Rio, onde passou 17 dias perdido pela
mata. Tabagista, diz beber socialmente, nega histérico de doencas crbnicas e uso de

medicacdes.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratado e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secrecdes ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracfes. Pescoco: de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Térax: sem alteracdo
anatomica de expansibilidade normal. AC: RCR em 2 tempos com BNF sem sopros. AP: MV
(+) bilateralmente. Abdome: RHA (+) hipoativos, Presenca de lesdo ulcerada, sem
caracteristicas de infeccdo secundaria, no QSD, medindo 0,9cm Xx 2,1cm. Funcdes

Vesicointestinais (+). MMSS: sem alteracdes. MMII: sem alteracGes.
Diagndstico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitolégico direto.

Avaliacdo: Paciente ndo compareceu nas datas orientadas para avaliacdo. Foi encontrado
através de busca ativa ap6s 60 dias do tratamento, sendo observado cicatriza¢do da leséo e foi
acompanhado até 12 meses, sem apresentar recidiva. Paciente relatou que houve cicatrizagdo

de sua leséo apds 30 dias de tratamento TM.

CASO 6 — (HOM/BR/2016/IMIM 6169)

Anamnese: Paciente, F.L.S., 62 anos, género masculino, natural do Manaus-
Amazonas, casado, Técnico de Laboratdrio. Atendido no dia 30 de novembro de 2016. Paciente
atendido no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA. Ferida em Membro Superior
Direito(MSD) que ndo cicatrizava, tempo de evolugéo de 12 meses. Nega historico de etilismo,

doencas crénicas e uso de medicagdes.
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Reside em é&rea urbana, casa prépria com saneamento basico satisfatorio. Relata o
aparecimento da lesdo apo6s ter ido a0 Km 60, na base do exército para coleta.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratado e com desjejum. Cabega: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas séo de posicoes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pescoco: de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcoes
Vesicointestinais (+). MMSS: Presenca de lesdo nodular, sem caracteristicas de infeccédo

secundéria, medindo 1,2cm x 0,8cm. MMII: sem alteracoes.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.

Evolucdo: Foi observado reepitelizacao tecidual apos 60 dias do tratamento termoterapico.

CASO 7 - (HOM/BR/2016/IMIM 6170)

Anamnese: Paciente, M.O.A., 51 anos, sexo masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, casado, Caminhoneiro, Vaqueiro e Agricultor. Atendido no dia 01 de Dezembro de
2016. LesBes cutaneas em Ombro direito e omoplata direita que ndo cicatrizava, com tempo de
evolucdo de 1 més. Relata beber socialmente, nega histérico de etilismo, doencas cronicas e
uso de medicacdes.

Reside em éarea rural, casa propria com saneamento basico satisfatorio.

Exame fisico: paciente encontra-se licido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratada e alimentada. Cabeca: Cranio normocefélico, com formato mesocéfalo, higiene do
couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo

couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
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possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posicoes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracfes. Pescogo de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Térax: sem alteracdo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcoes
Vesicointestinais (+). MMSS: Presenca de lesGes de crosta aberta e lesdo satélite, sem
caracteristicas de infecgdo secundéaria, no Ombro direito e omoplata direita, medindo 1,2cm x

2,1cm e 3,2cm x 1,6cm, respectivamente. MMII: sem alteracdes.
Diagndstico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitolégico direto.

Evolucédo: Falha terapéutica apds 30 dias da TM, lesdo com o dobro do tamanho inicial. O

mesmo foi encaminhado ao tratamento por Glucantime® e acompanhado até sua cura clinica.
CASO 8 - (HOM/BR/2016/IMIM 6171)

Anamnese: Paciente, K.J.V.S., 20 anos, género masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, solteiro, estudante. Atendido no dia 01 de Dezembro de 2016. Lesdo cutanea em
Membro Inferior Direito (MID)que ndo cicatrizava, tempo de evolucdo de 20 dias. Diz beber
socialmente, nega histérico de etilismo, doencas crbnicas e uso de medicacbes. Desconhece

tempo de evolugéo da leséo.

Exame fisico: Ao exame fisico, paciente encontra-se Ilcido, orientado, responsivo,
afebril, normotenso, hidratado e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato
mesocéfalo, higiene do couro cabeludo satisfatéria apresentando distribuicdo normal da
quantidade de cabelos pelo couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal,
hidratada e lisa. Os olhos possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com
oclusdo completa, escleroticas brancas e limpas, pupilas isocéricas, redondas e fotorreagentes.
As orelhas sdo de posicdes regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de
secrec¢des ou hiperemia. No segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca
de muco e sem deformidades. Apresenta l&bios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes.

Pescoco de forma cilindrica e contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato
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regular e em linha média, tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie
lisa. Torax: sem alteracdo anatbmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+)
hipoativos. Funcdes Vesicointestinais (+). MMSS: sem alteracfes. MMII: Presenca de leséo

com bordas elevadas, hiperemiada e com fibrinas no MID, medindo 1,1cm x 1,0cm.
Diagndstico e tratamento: Resultado positivo ao exame parasitoldgico direto.

Evolucdo: Falha terapéutica ap6s 30 dias da TM, este foi encaminhado no tratamento

convencional.

CASO 9 - (HOM/BR/2016/1M 6172)

Anamnese: Paciente, F.C.S., 32 anos, género feminino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, solteira, do lar. Atendido no dia 17 de dezembro 2016. Lesdo cutdnea em MSD com
tempo de evolucdo de 3 meses. Nega historico de etilismo, tabagismo, doencas crénicas e uso

de medicac0es.

Exame fisico: Ao exame fisico, paciente encontra-se lucida, orientada, responsiva,
afebril, normotensa, hidratada e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato
mesocéfalo, higiene do couro cabeludo satisfatéria apresentando distribuicdo normal da
quantidade de cabelos pelo couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal,
hidratada e lisa. Os olhos possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com
oclusdo completa, escleroticas brancas e limpas, pupilas isocéricas, redondas e fotorreagentes.
As orelhas sdo de posicdes regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de
secrec¢des ou hiperemia. No segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenga
de muco e sem deformidades. Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes.
Pescoco de forma cilindrica e contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato
regular e em linha média, tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie
lisa. Torax: sem alteracdo anatdbmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+)
hipoativos. Funcgdes Vesicointestinais (+). MMSS: sem alteragfes. MMII: Presenca de leséo
com borda elevada e hiperemiada, sem caracteristicas de infec¢do secundaria, medindo 1,5x1,5

cm.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.

Evolucéo: Paciente evadiu-se ap0s 15 dias do Tratamento Termoterapico.
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CASO 10 - (HOM/BR/2016/IM 6173)

Anamnese: Paciente, M.A.R., 18 anos, género masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, solteiro, estudante. Atendido no dia 10 de dezembro 2016. Lesdes cutaneas em
MSD e MSE com tempo de evolugdo de 2 meses. Nega historico de etilismo, tabagismo,
doengas cronicas e uso de medicacdes.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratado e com desjejum. Cabega: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuigdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas séo de posicoes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo
anatdmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcdes
Vesicointestinais (+). MMSS: apresenta trés lesdes medindo 1,2 x 0,9 cm, 0,6 x 0,5 cm e 06 X
0,5 cm no MSD e leséo de tamanho 2.5 x 1,5 cm. No MSE. MMII: sem alteracGes. Diz ter feito
uso de Sebo de carneiro, mas suspendeu seu uso para investigacao parasitoldgica.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.

Evolucédo: Paciente evadiu-se apos Tratamento Termoterapico.

CASO 11 — (HOM/BR/2017/IM 6176)

Anamnese: Paciente, M.J.C.S., género masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, Ramal do Cafezal, solteiro, estudante. Atendido no dia 29 de Maio de 2017. Les&o
cutanea unica em MSE com tempo de evolucdo de 1 més. Relata ter visitado banho em Novo
Remanso antes do aparecimento da lesdo. Nega histérico de etilismo, doengas cronicas e uso

de medicac0es.
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Exame fisico: Ao exame fisico, paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo,
afebril, normotenso, hidratado e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato
mesocéfalo, higiene do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da
quantidade de cabelos pelo couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal,
hidratada e lisa. Os olhos possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com
oclusdo completa, escleroticas brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes.
As orelhas sdo de posicdes regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de
secrecdes ou hiperemia. No segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca
de muco e sem deformidades. Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes.
Pescoco de forma cilindrica e contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato
regular e em linha média, tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie
lisa. Torax: sem alteracdo anatbmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+)
hipoativos. Funcdes Vesicointestinais (+). MMSS: Presenca de lesdo com bordas elevadas, e
hiperemiada, sem caracteristicas de infeccdo secundaria, no MSE medindo 1,5x 1,6 cm. MM I:

sem alteracoes.
Diagndstico e tratamento: Resultado positivo no exame parasitoldgico direto.
Evolucdo: Evadiu-se ap0s 60 dias de Tratamento Termoterapico.

CASO 12 — (HOM/BR/2017/1IM 6177)

Anamnese: Paciente, R.D.O., género masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, ZF 07, solteiro, estudante. Atendido no dia 05 de junho de 2017. Trés Lesdes ativas,
localizadas em MID.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratado e com desjejum. Cabega: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posicoes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.

Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracfes. Pescogo de forma cilindrica e
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contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Térax sem alteragdo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcoes
Vesicointestinais (+). MMSS: sem alterac6es. MMII: Presenca de 3 lesdes ulceradas em MID,
medindo 1,5 x 1,5 cm; 0,8 x0,7 cm e 0,9 x1,0 cm.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.

Evolugdo: Paciente compareceu a todas as datas orientadas para avaliacdo clinica e coleta de
sangue. Ao 60° dia apds tratamento por TM, foi observado cicatrizacéo das lesdes. Este foi

acompanhado por 12 meses para confirmacado de cura definitiva.
CASO 13 - (HOM/BR/2017/1M 6185)

Anamnese: Paciente, M.R., género feminino, natural de Rio Preto da Eva- Amazonas,
Ramal Tueira, casada, agricultora. Atendido no dia 24 de julho de 2017. Duas Les0es ativas,

localizadas em MSD.

Exame fisico: paciente encontra-se lucida, orientada, responsiva, afebril, hipertensa,
hidratada e com desjejum. Cabeca: Crénio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocéricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo
anatdbmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. FuncGes
Vesicointestinais (+). MMSS: presenca de les6es ulceradas, medindo 0,9 x 0,5 cm e 0,4x0,3

cm. MMII: sem alteracdes.

Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.

59



Evolucdo: Paciente apresentou cicatrizacdo da lesdo ap6s 60 dias de tratamento termoterépico.

Sendo acompanhada por até 12 meses, sem recidiva.
CASO 14 - (HOM/BR/2017/IM 6186)

Anamnese: Paciente, 1.S., género feminino, natural de Rio Preto da Eva- Amazonas,
Ramal Amazonas, casada, agricultora. Atendido no dia 10 de julho de 2017. Lesao Unica, em

placa, eritematosa com superficie edematosa.

Exame fisico: paciente encontra-se lucida, orientada, responsiva, afebril, hipertensa,
hidratada e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato mesocefalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcoes
Vesicointestinais (+). MMSS: Presenca de lesdo no MSD medindo 1,1 x 0,8cm. MMII: sem

alteracdes.
Diagnéstico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitolégico direto.
Evolucédo: Evadiu-se ap6s 60 dias de TM.

CASO 15 — (HOM/BR/2017/1M 6187)

Anamnese: Paciente, J.O.M., género masculino, natural de Rio Preto da Eva-
Amazonas, solteiro, estudante. Atendido no dia 17 de julho de 2017. Relata aparecimento de

lesdo e ndo lembra se esteve em area endémica antes do aparecimento desta.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,

hidratado e com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
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do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusédo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢fes ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. Funcdes
Vesicointestinais (+). MMSS: Presenca de lesdo no MSD medindo 1,8x1,5cm. MMII: sem

alteracdes.

Diagndstico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitolégico direto.

Evolucéo: Evadiu-se ap06s 60 dias de TM.

CASO 16 - (HOM/BR/2017/1M 6188)

Anamnese: Paciente, A.S., género masculino, natural de Rio Preto da Eva- Amazonas,
solteiro, estudante. Atendido no dia 30 de julho de 2017. Relata aparecimento de leséo que néo

cicatrizava com evolucéo de 60 dias.

Exame fisico: paciente encontra-se lucido, orientado, responsivo, afebril, normotenso,
hidratado e com desjejum. Cabega: Cranio normocefalico, com formato mesocéfalo, higiene
do couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleréticas
brancas e limpas, pupilas isocéricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posi¢des
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Torax: sem alteracdo

anatdbmica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. FuncGes
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Vesicointestinais (+). MMSS: Presenga de lesdo no dedo indicador do MSD medindo

1,5x1,3cm. MMII: sem alteragdes.
Diagnostico e tratamento: Resultado positivo para LC no exame parasitoldgico direto.
Evolucéo: Houve reepitelizacao tecidual apos 60 dias do tratamento TM.

CASO 17 — (HOM/BR/2017/IM 6189)

Anamnese: Paciente, A.P., género feminino, natural de Rio Preto da Eva- Amazonas,
ZFQ09, casada, agricultora. Atendido no dia 30 de julho de 2017. Relata aparecimento de leséo

que ndo cicatrizava com evolucéo de 60 dias.

Exame fisico: paciente encontra-se lucida, orientada, responsiva, afebril, normotensa,
hidratado com desjejum. Cabeca: Cranio normocefalico, com formato mesoceéfalo, higiene do
couro cabeludo satisfatoria apresentando distribuicdo normal da quantidade de cabelos pelo
couro cabeludo, face normocorada, simétrica de turgor normal, hidratada e lisa. Os olhos
possuem aspecto simétrico, limpido e com brilho, palpebras com oclusdo completa, escleroticas
brancas e limpas, pupilas isocoricas, redondas e fotorreagentes. As orelhas sdo de posicoes
regulares, com tamanhos normais e simétricos, sem presenca de secre¢des ou hiperemia. No
segmento do nariz, ndo se observa desvios septais, sem presenca de muco e sem deformidades.
Apresenta labios e mucosa oral hidratadas sem alteracdes. Pesco¢o de forma cilindrica e
contorno regular com mobilidade passiva. Traquéia de formato regular e em linha média,
tiredide de volume, consisténcia e mobilidade normal, de superficie lisa. Térax sem alteracédo
anatomica de expansibilidade normal. Abdome: RHA (+) hipoativos. FuncOes
Vesicointestinais (+). MMSS: Lesdo no MSE medindo 1,5 x 0,7 cm com multiplas lesdes
satélites. MMII: sem alteracGes.

Diagndstico e tratamento: Resultado positivo no exame parasitoldgico direto.
Evolucdo: Evadiu-se ap6s 60 dias de TM.

62



12.0. DISCUSSAO

Conhecer os aspectos epidemiologicos e imunologicos das doencas negligenciadas,
especialmente, aquelas que acometem as popula¢@es mais pobres residentes de local endémico
se faz necessario para que politicas publicas de satde possam ser traduzidas para prevengao e
controle, bem como, melhorias no atendimento, diagnostico e tratamento de doencgas. No caso
da leishmaniose tegumentar americana, observa-se a auséncia de esforcos das inddstrias
farmacéuticas no desenvolvimento de novas drogas e tratamentos menos invasivos, que

apresentem menor custo e menos toxicidade ao paciente.

A droga de primeira escolha preconizada pelo MS para o tratamento da LTA é o
Glucantime®. Como opcdes terapéuticas de segunda linha, sdo disponibilizados nos servicos
de salde o isotionato de pentamidina (Pentacarinat®) e a anfotericina B. Entretanto, as despesas
com o tratamento parenteral gera maiores custos, que vao de insumos hospitalares a gastos com
internacdo (FERREIRA, 2011). Sendo importante destacar que a maioria desses casos ocorre
em éareas de dificil acesso, nas zonas rurais, 0 que dificulta a aplica¢do parenteral da droga e o
monitoramento de seus efeitos colaterais (BASANO et al., 2004). Uma vez que estes pacientes
precisam ser assistidos quanto as fungdes cardiacas, renais, hepaticas e pancreaticas

As drogas atualmente preconizadas pelo MS sédo injetaveis, com alta toxicidade, baixa
tolerabilidade e eficécia e de longa duracdo. A maioria dos pacientes que apresentam LC séo
provenientes de zonas rurais e possuem baixa renda. Dessa forma um esquema terapéutico que
tivesse maior efetividade traria grande beneficio para esses doentes, uma vez que, por ser um
tratamento prolongado e com diversos efeitos adversos, muitos pacientes acabam desistindo do

tratamento, o que favorece a progressao da doenca (TALHARI et al., 2011).

Atualmente, encontrar novas drogas para o tratamento da LT que seja tdo eficaz quanto os

antimoniais, porém de facil administracdo e de baixa toxicidade, vem sendo um grande desafio.

Estudos ja veem sendo realizados com diversas modalidades de tratamentos alternativos,
dentre eles, a terapia de calor, que vem se mostrando promissora em estudos ja realizados por
R. DAVID et. al., (2005), que afim de verificar a eficacia da Termoterapia, tiveram como
resultado ao fim de 28 d, que 75% das lesdes foram curadas com apenas uma aplicacéo.
Também observaram que houve diminuicdo de IFN-gama, IL-5 e niveis de TNF-alfa,

comparando o dia 0 com 28 dias.
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Por conseguinte, LOBO et al. (2006) em estudo realizado com terapia de calor local,
observaram que este tratamento em lesGes de LC levou a respostas sistémicas semelhantes as
induzidas pela terapia por Glucantime®. Mais recentemente o grupo de ARASON et al (2015)
chegou a observacdo semelhante a de R. DAVID (2005) e LOBO (2006). Onde verificaram
que a terapia de calor para LC provoca uma resposta sistémica de citocinas semelhante a da
terapia antimonial (Glucantime®) e apds o tratamento hd uma reducdo nas citocinas IFN-y,
IL10 e TNF.

O conhecimento dos mecanismos imunoldgicos contra esse agente infeccioso permitiria
uma compreensdo do curso clinico da doenca. Sabe-se que o sistema imunoldgico atua em rede
de cooperacdo, envolvendo mediadores moleculares e celulares. Neste cenério, tanto os
mecanismos imunoldgicos quanto os mecanismos de evasdao do parasito devem ser
compreendidos, para que se esclareca os fatores de cura e progressao a doenca, uma vez que,
uma resposta imune exagerada e ndao modulada tem como consequéncia o dano tecidual.
(CARVALHO et al.,2004).

O insucesso do tratamento € uma preocupacao na leishmaniose tegumentar americana. E tal
complicacdo é vista frequentemente em infeccBes por Leishmania guyanensis, em que 0s

pacientes respondem diferentemente as medicacdes existentes (BORREAU et al., 2015).

O aumento dessas falhas terapéuticas aos antimoniais, vem sendo relatado
principalmente na regido Amazonica, constituindo um desafio a mais para a satde publica. Em
paralelo, ndo se dispde na pratica clinica de ferramentas laboratoriais que possam prever a falha
terapéutica, o que faz com que a avaliagdo prognostica destes pacientes seja baseada somente
na clinica (SILVA, 2015). Sendo necessario para controle da LC, melhores modalidades de
tratamento com evidéncia confiavel de eficacia, seguranca, tolerabilidade, menos efeitos

adversos e de facil aplicacéo.
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13.0. CONCLUSOES

Foi constatada a eficacia do tratamento termoterapico na leishmaniose cutanea, mesmo com o
pequeno numero de pacientes que concluiram protocolo proposto, a cura clinica foi obtida e
esse pode ser util e sugerido no tratamento da doenca. Ainda existe a necessidade de
esclarecimentos quanto a resposta espécie especifica ao tratamento em locais como o Estado do
Amazonas, onde pelo menos ocorre a circulacdo de quatro espécies de Leishmania com forma

clinica e resposta imune distinta.

A taxa de eficicia do tratamento com Glucantime ® foi superior & da termoterapia para o

tratamento da leishmaniose cutinea. Entretanto, os efeitos colaterais tambhém sdo maiores.

Foi necessario mais de um ciclo de Glucantime ® para 13 pacientes (93%) e mais de seis ciclos
para 3 pacientes (17%) obterem cura das lesdes, 0 que sugere certa resisténcia ao tratamento.

Esses fatores, somados ao custo, problemas de adesdo e abandono ao tratamento e a falta
progressiva de resposta terapéutica, sugerem a termoterapia como um tratamento de primeira
linha para a leishmaniose cutanea que poderia estar sendo utilizado isoladamente ou associado
com outro tipo de tratamento, assim como, a adi¢do de outros protocolos como a incluséo de

mais de uma aplicacéo local.

A termoterapia possui algumas contraindicacdes (portadores de marca passo, forma mucosa)
mas € uma alternativa valida em pacientes com doenca renal, hepatica, auto imune e em

pacientes que ndo podem receber terapia sistémica, devendo ser considerada.
Espera-se em estudos posteriores que esta modalidade de tratamento possa ser melhor

investigada, afim de elucidar seu mecanismo de modulagdo do sistema imune e de novos

protocolos de tratamento.
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ANEXO |

Resultado da dosagem de citocinas pelo kit CBA de pacientes tratados pela Termoterapia

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10  TNF  IFN
Limite de deteccéo (pg/mL) 2,6 4,9 2,4 4,5 3,8 3,7
Antes do trat. AT
IM6165 2,3 3,7 0,8 2,2 3,8 1,3
IM6166 2,4 41 2,3 4,2 2,3 2,1
IM6168 2,4 2,4 3,4 3,1 3,4 1,3
IM6169 2,5 3,5 34 2,3 2,4 2,3
IM6170 0,9 2,4 2,3 3,4 3,2 3,2
IM6171 2,3 3,4 0,9 2,3 2,3 3,2
IM6175 1,8 2,3 0,4 0,8 3,4 1,3
IM6177 1,8 41 0,5 0,4 2,2 14
IM6185 1,8 4 1,9 3,5 1,2 2,1
IM6187 0,8 2,4 1,3 3,1 2,3 2,3
IM6188 2,6 2,4 2,3 2,1 2,3 1,6
IM6193 2,7 1,3 2,3 0,9 4,2 2,4
Durante trat. DT
IM6165 1,2 3,6 2,1 3,2 3,2 3,1
IM6166 2,3 4,2 2,4 2,3 2,1 2,9
IM6168 2,3 3,4 2,3 2,4 0,9 2,3
IM6169 1,2 2,3 0,5 2,3 0,2 2,1
IM6170 2,3 2,5 0,7 2,4 2,1 3,1
IM6171 2,4 3,4 2,4 0,5 2,4 2,3
IM6175 2,4 4,2 1,4 2,1 2,3 2,1
IM6177 1,8 2,3 2,3 2,5 2,4 0,9
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IM6185
IM6187
IM6188
IM6193
Pés trat. PT
IM6165
IM6166
IM6188
IM6169
IM6170
IM6171
IM6175
IM6177
IM6185
IM6187
IM6188

IM6193

0,9
0,8
3,1

1,3

1,2
2,3
2,3
2,4
2,1
1,2
0,9
0,3
2,1
2,5
2,3

0,8

4,3
2,3
2,3

31

2,1
2,3
2,3
1,3
1,2
1,3
1,6
1,8
0,9
0,8
0,4

2,3

2,4
2,3
2,5

2,4

0.9
0,4
0,4
0,3
2,4
2,5
2,4
05
0,4
2,4
2,4

2,5

1,9
1,3
1,3

2,3

2,4
2,6
2,1
0,9
0,4
0,5
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APENDICE |
Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos

INSTIUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (ANEXO 1)

Nos os pesquisadores Antonia Maria Ramos Franco e Erika Oliveira da Silva, vimos nos apresentar ao(s)
senhor(es), como responsaveis pelo desenvolvimento de um projeto de pesquisa que temo como titulo “Avaliagéo
da resposta imune de pacientes com Leishmania spptratados com protocolo termoterapico no estado do

Amazonas, BR” e pedir a sua participacdo no referido projeto. Vamos lhe apresentar a pesquisa.

Esta pesquisa se faz necessaria em fun¢@o da necessidade de se conhecer mais a doenga e da adoc¢do de um
tratamento indolor, sem efeitos colaterais e adversos, sem custo e em apenas uma aplicagdo. Objetivando-se avaliar
o papel de citocinas regulatérias e inflamatérias na modulacdo da resposta imune a infec¢@o por Leishmania sp.
em pacientes tratados com termoterapia.

Serdo realizados exames de laboratdrio a partir da ferida e do sangue para descobrir se tem a doenga de
Leishmaniose Tegumentar conhecida como “Ferida brava” e serd feito coleta de sangue que ird ajudar na
realizacdo das atividades do projeto. Se o Senhor (a) concordar participar do projeto seu sangue sera utilizado
como sangue de pessoa sem a doenca Leishmaniose, ou seja, fard parte do grupo controle,e servira para
compararmos com o sangue de outras pessoas que tem a doenga. O que ndo for usado sera guardado na cole¢do de
soros do Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas da coordenagdo de pesquisa em Ciéncias da Saudde.
Seré feita coleta com seringa de 5ml de sangue de uma veia de seu brago, por um(a) profissional treinado (a),
podendo proporcionar dor no ato da coleta e uma mancha roxa que desaparecera em poucos dias. Porém todos o0s
cuidados para redugdo desse risco serdo tomados. A vantagem de sua participacdo é apenas de carter cientifico
ao auxiliar este estudo que podera proporcionar um tratamento menos agressivo para Leishmaniose e através do

sangue poderemos conhecer quais células estdo envolvidas no processo de cura da infeccédo.

Caso o Sr(a) autorize, o material que sobrar serda armazenado por 5 anos podendo ser utilizado em outros

projetos de pesquisa. O senhor seré contactado para assinar novo TCLE

Sua participagdo é voluntaria e ao concordar em participar o senhor ndo tera nenhuma despesa, assim como
também nenhuma remuneragdo. Havendo necessidade de seu comparecimento para nova coleta no INPA ou sede
do laboratorio de referéncia, o pesquisador se responsabilizara pelo seu transporte e sua alimentagdo (caso
necessario), bem como de seu acompanhante. Além disso sua participacao neste projeto sera de grande importancia

para o avanco a melhoria no tratamento da doenca.

Mesmo ap0s sua autorizacéo, o sr(a) terd o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer

fase da pesquisa, independente do motivo e sem qualquer prejuizo.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua identidade serd mantida em sigilo para
sempre. Se quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa, faga contato com a pesquisadora pelo telefone

(92) 98155-7825 ou pelo email ericcaoliveiras@gmail.com.
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O Sr. participante da pesquisa também pode entrar em contato, caso tenha interesse como o Comité de Etica
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, situado na sede Av. André Aradjo, 2936, Prédio da Diretoria,

térreo, Sala-CEP, telefone (92)3643-3287 ou pelo e-mail: cep.inpa@inpa.gov.br.

Consentimento Apés—Informacéo

Eu, , por me considerar

devidamente informado e esclarecido sobre o conteddo deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida,
livremente dou meu consentimento para inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma

cépia desse documento.

ou - -

Assinatura do participante Data

Impressdo do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Pesquisadora Responsavel Data
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Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos

INSTIUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (ANEXO II)

Nos os pesquisadores Antonia Maria Ramos Franco e Erika Oliveira da Silva, vimos nos apresentar ao(s)
senhor(es), como responsaveis pelo desenvolvimento de um projeto de pesquisa que temo como titulo “Avaliacdo
da resposta imune de pacientes com Leishmania spptratados com protocolo termoterapico no estado do
Amazonas, BR” e pedir a sua participacdo no referido projeto. Vamos lhe apresentar a pesquisa.

Esta pesquisa se faz necessaria em fun¢@o da necessidade de se conhecer mais a doenga e da adocdo de um
tratamento indolor, sem efeitos colaterais e adversos, sem custo € em apenas uma aplicacdo. Objetivando-se avaliar
o papel de citocinas regulatérias e inflamatdrias na modulagdo da resposta imune a infec¢do por Leishmania sp.
em pacientes tratados com termoterapia.

Serdo realizados exames de laboratdrio a partir da ferida e do sangue para descobrir se tem a doenca de
Leishmaniose Tegumentar conhecida como “Ferida brava”. Se o Senhor (a) concordar participar do projeto
preenchera uma ficha de investigacéo sobre seus dados e sobre 0 aparecimento da ferida. O Sr(a) tem o direito de
recusar-se a responder as perguntas que ocasionem constrangimento de qualquer natureza. Também sera coletado
por uma seringa de 5ml sangue de uma veia de seu brago, por um(a) profissional treinado (a), podendo
proporcionar dor no ato da coleta e uma mancha roxa que desaparecera em poucos dias. Poréem todos os cuidados
para reducdo desse risco serdo tomados. A coleta sera realizada novamente daqui a 15 dias e apés o tratamento. A
vantagem de sua participagdo é apenas de caréater cientifico, ao auxiliar este estudo que podera proporcionar um
tratamento menos agressivo para Leishmaniose e atraveés do sangue poderemos conhecer quais células estéo

envolvidas no processo de cura da infec¢do.Dessa forma o senhor (a) fara parte do grupo experimental.

Os riscos decorrentes da participacdo do paciente na pesquisa pode ser algum desconforto quando receber
uma picada para colher o sangue do seu brago e no momento da escarificacdo da borda da lesdo. A bidpsia da pele
sera feita por médico otorrinolaringologista, e o individuo também podera sentir algum desconforto quando receber
uma picada para a aplicacdo do anestésico local, que tem como intuito fazer um procedimento indolor. Todo
procedimento que envolve coleta de material biolégico apresenta por si SO riscos em relagdo ao bem estar do
participante, como dor, mal estar e desconforto. A fim de diminuir esses riscos, o procedimento sera realizado em

ambiente adequado, climatizado e que proporcione melhor bem estar aos envolvidos na pesquisa.

Antes do inicio do procedimento serd verificado se estd em condic6es adequadas para realizar as coletas,
se estd bem alimentado, se dormiu bem e sente-se confortavel. Ser realizado assepsia no local da pungo, a fim
de eliminar possiveis contaminac®es, sera coletado dois (2) tubos contendo 4 ml de sangue periférico, a coleta sera
realizada por punc&o venosa, utilizando seringa ou tubos de coleta a vacuo. Para diminuir a dor e o desconforto no
momento da escarificacdo da borda da lesdo e coleta da bidpsia, sera aplicado pelo médico da equipe um anestésico
no local e anticoagulante para evitar sangramento, o procedimento serd realizado no momento em que o
participante perder a sensibilidade no local da lesdo ativa. Se durante realizacdo de qualquer um dos
procedimentos, o senhor sentir-se mal, apresente tontura ou queixe qualquer dor, a coleta de amostras sera
interrompida e o atendimento necessario pela equipe de pesquisadores serd oferecido (afericao de pressao arterial,
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aplicacdo de medicamente caso haja necessidade pelo médico da equipe, e todas as medidas a fim de resguardar a

salde e bem estar do participante).

Caso o Sr(a) autorize, o material que sobrar sera armazenado por 5 anos podendo ser utilizado em outros

projetos de pesquisa. O senhor seré contactado para assinar novo TCLE.

Sua lesdo sera tratada através do aparelho de termoterapia, este que sera utilizado por Médico(a)
especializado, sera aplicado por 30 segundos ao redor da ferida uma Unica vez e sera acompanhado a melhora ou
ndo da lesdo em até 30 dias. Caso este tratamento ndo cure sua ferida, o médico prescrevera o tratamento
medicamentoso por via Intramuscular. Este aparelho tem aprovacdo do Ministério da Salde e tem sido utilizado
com sucesso ho tratamento contra Leishmaniose Cuténea. Alta exposi¢do pode gerar queimaduras, contudo todos
0s cuidados serdo tomados pelo profissional, com aplicacdo de temperatura e tempos adequados. Contudo, o
Thermomed é projetado com caracteristicas de auto-teste que para automaticamente o tratamento se qualquer

condicéo de falha for detectada.

Para receber o tratamento térmico o senhor(a) ndo pode estar utilizando correntes, anéis, brincos e demais
acessorios. Assim como ndo possuir marcapasso, dispositivos implantaveis e estar gravida, caso seja do sexo

feminino.

Sua participagdo é voluntaria e ao concordar em participar o senhor ndo terd nenhuma despesa, assim como
também nenhuma remuneragdo. Havendo necessidade de seu comparecimento para nova coleta no INPA ou sede
do laboratorio de referéncia, o pesquisador se responsabilizard pelo seu transporte e sua alimentacdo (caso
necessario), bem como de seu acompanhante. Além disso sua participagéo neste projeto sera de grande importancia

para o avanco a melhoria no tratamento da doenca.

Mesmo ap0s sua autorizacdo, o sr(a) tera o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer

fase da pesquisa, independente do motivo e sem qualquer prejuizo.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua identidade serd mantida em sigilo para
sempre. Se quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa, faga contato com a pesquisadora pelo telefone
(92) 98155-7825 ou pelo email ericcaoliveiras@gmail.com.

O Sr. participante da pesquisa também pode entrar em contato, caso tenha interesse como o Comité de Etica
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, situado na sede Av. André Araujo, 2936, Prédio da Diretoria,

térreo, Sala-CEP, telefone (92)3643-3287 ou pelo e-mail: cep.inpa@inpa.gov.br.
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Consentimento Apés—Informacéo

Eu, , por me considerar

devidamente informado e esclarecido sobre o conteddo deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida,
livremente dou meu consentimento para inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma

copia desse documento.

Assinatura do participante Data

Impressdo do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Pesquisadora Responsavel Data
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Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos

INSTIUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO( ANEXO III)

Nos os pesquisadores Antonia Maria Ramos Franco e Erika Oliveira da Silva, vimos nos apresentar ao(s)
senhor(es), como responsaveis pelo desenvolvimento de um projeto de pesquisa que temo como titulo “Avaliacao
da resposta imune de pacientes com Leishmania spptratados com protocolo termoterapico no estado do
Amazonas, BR” e pedir a sua participacdo no referido projeto. Vamos lhe apresentar a pesquisa.

Esta pesquisa se faz necessaria em funcéo da necessidade de se conhecer mais a doenga e da adogéo de um
tratamento indolor, sem efeitos colaterais e adversos, sem custo e em apenas uma aplicagéo. Objetivando-se avaliar
o papel de citocinas regulatérias e inflamatdrias na modulagdo da resposta imune a infec¢do por Leishmania sp.
em pacientes tratados com termoterapia.

Serdo realizados exames de laboratorio a partir da ferida e do sangue para descobrir se tem a doenca de
Leishmaniose Tegumentar conhecida como “Ferida brava”. Se o Senhor (a) concordar participar do projeto
preencherd uma ficha de investigagdo sobre seus dados e sobre o aparecimento da ferida e fara parte do grupo
tratado com a medicagdo convencional, o Glucantime. O Sr(a) tem o direito de recusar-se a responder as perguntas
gue ocasionem constrangimento de qualquer natureza Também serd coletado por uma seringa de 5ml sangue de
uma veia de seu braco, por um(a) profissional treinado (a), podendo proporcionar dor no ato da coleta e uma
mancha roxa que desaparecerd em poucos dias. Porém todos os cuidados para reducéo desse risco serdo tomados.
A coleta podera ser realizada novamente daqui 3 a 10 meses ap6s o tratamento. A vantagem de sua participacéo é
apenas de carater cientifico, ao auxiliar este estudo que podera proporcionar um tratamento menos agressivo para
Leishmaniose e através do sangue poderemos conhecer quais células estdo envolvidas no processo de cura da

infeccéo.

Os riscos decorrentes da participacdo do paciente na pesquisa pode ser algum desconforto quando receber
uma picada para colher o sangue do seu braco e no momento da escarificagdo da borda da lesdo. A bidpsia da pele
sera feita por médico especialista, e o individuo também podera sentir algum desconforto quando receber uma
picada para a aplicacdo do anestésico local, que tem como intuito fazer um procedimento indolor. Todo
procedimento que envolve coleta de material biolégico apresenta por si SO riscos em relagdo ao bem estar do
participante, como dor, mal estar e desconforto. A fim de diminuir esses riscos, o procedimento seré realizado em
ambiente adequado, climatizado e que proporcione melhor bem estar aos envolvidos na pesquisa. Antes do inicio
do procedimento sera verificado se o paciente estd em condi¢fes adequadas para realizar as coletas, se este bem

alimentado, se dormiu bem e sente-se confortavel.

Sera realizado assepsia no local da pungdo, a fim de eliminar a contaminagao possiveis contaminagoes, serd
coletado dois (2) tubos contendo 4 ml de sangue periférico, a coleta sera realizada por pun¢do venosa, utilizando
seringa ou tubos de coleta & vacuo. Para diminuir a dor e o desconforto no momento da escarificacéo da borda da
lesdo e coleta da bidpsia, serd aplicado pelo médico da equipe um anestésico no local e o procedimento sera

realizado no momento em que o participante perder a sensibilidade no local da lesdo ativa. Se durante realizagdo
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de qualquer um dos procedimentos, o participante sinta-se mal, apresente tontura ou queixe se qualquer dor, a
coleta de amostras sera interrompida e o atendimento necessario pela equipe de pesquisadores sera oferecido
(afericdo de pressao arterial, aplicacdo de medicamente caso haja necessidade pelo médico da equipe, e todas as

medidas a fim de resguardar a satide e bem estar do participante).

Caso o Sr(a) autorize, o material que sobrar sera armazenado por 5 anos podendo ser utilizado em outros

projetos de pesquisa. O senhor seré contactado para assinar novo TCLE.

Sua participacdo é voluntaria e ao concordar em participar o senhor ndo tera nenhuma despesa, assim como
também nenhuma remuneracdo. Havendo necessidade de seu comparecimento para nova coleta no INPA ou sede
do laboratorio de referéncia, o pesquisador se responsabilizara pelo seu transporte e sua alimentacdo (caso
necessario), bem como de seu acompanhante. Além disso sua participacao neste projeto sera de grande importancia

para o avanco a melhoria no tratamento da doenca.

Mesmo ap0s sua autorizacdo, o sr(a) tera o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer

fase da pesquisa, independente do motivo e sem qualquer prejuizo.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua identidade serd mantida em sigilo para
sempre. Se quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa, faca contato com a pesquisadora pelo (92)

98155-7825 ou pelo email ericcaoliveiras@gmail.com.

O Sr. participante da pesquisa também pode entrar em contato, caso tenha interesse como o Comité de Etica
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, situado na sede Av. André Araujo, 2936, Predio da Diretoria,
térreo, Sala-CEP, telefone (92)3643-3287 ou pelo e-mail: cep.inpa@inpa.gov.br.

Consentimento Apés—Informacéo

Eu, , por me considerar

devidamente informado e esclarecido sobre o contelido deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida,
livremente dou meu consentimento para inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma

cdpia desse documento.

ou - -

Assinatura do participante Data

Impressdo do dedo polegar
80

Caso ndo saiba assinar


mailto:ericcaoliveiras@gmail.com
mailto:.inpa@inpa.gov.br

APENDICE II

FICHA DE INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

Dados do paciente

Nome do paciente

Data de nascimento: | Idade:

Sexo: D

1.Masculino 2. Feminino

Telefone: Endereco completo:

Antecedentes Epidemioldgicos:

Data da Ocupacéo/ramo de atividade econémica:

investigacéo:

Deslocamento (datas e locais
e sintomas)

frequentados no periodo de seis meses anterior ao inicio dos sinais

Data:

Municipio:

Dados Clinicos

Presenca de leséo: [_]
1.Cutanea 2.Mucosa

3.Cutanea difusa

Em caso de presenca de lesdo mucosa, ha presenca de cicatrizes
cutaneas: [J

1.Sim 2. Ndo
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Parasitologico direto: [T]

1.Positivo 2. Negativo
3.N&o realizado

1.Positivo 2.Negativo 3.N&o
realizado

IDRM: [] Tempo de evolucéo da leséo:

NuUmero de lesdes:

Obs: Locais indicados no
verso

Caracteristicas das lesdes:

Outras infeccgdes:

1.Diabetes 2.Dermatologicas 3.DST 4.Parasitarias Especificar:

Faz uso de algum medicamento? [] 1.Sim 2.Nédo

Tratamento

Data de inicio do

Droga inicial utilizada: []

tratamento: L . o
1.Antimonial pentavalente 2.Anfotericina B 3.Pentamidina
4.0Outras

Peso: Dose prescrita em mg/kg/dia:

Outra droga utilizada na faléncia do tratamento atual: D

1.Antimonial pentavalente 2.Anfotericina b 3.Pentamidina 4.Nao se aplica
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Local das lesdes:
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