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RESUMO

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas negligenciadas que acometem muitos paises em
subdesenvolvimento ou desenvolvimento. As principais apresentagdes clinicas da doenga sao a
forma visceral e tegumentar, causadas por parasitas do género Leishmania, o qual abrange mais
de 20 espécies causadoras da doenca. A utilizagdo de farmacos € o principal método empregado
para o controle e tratamento das doengas, contudo, essa metodologia encontra obstaculos, dada
quantidade limitada de farmacos disponiveis no mercado, além de problemas frequentemente
abordados na literatura, como a possibilidade da presenca de parasitos resistentes e a ocorréncia
de Falhas de Tratamento e Recidivas Clinicas como fatores que dificultam um desfecho clinico
favoravel. Nesse sentido, este trabalho propds no Capitulo I uma revisdo de literatura que
entendeu os processos envolvidos nos casos de Falhas de Tratamento (FT) e Recidivas Clinicas
(RC) nas duas apresentagdes clinicas da Leishmaniose no mundo. A metodologia se baseou na
obtencdo de artigos cientificos publicados em bases de dados entre 1990 e 2021 em portugués,
inglés e espanhol relacionando casos de Leishmaniose Cutanea (LC) e Leishmaniose Visceral
(LV) em humanos com FT e RC, incluindo tanto dados epidemioldgicos quanto estudos
experimentais. Nos resultados alcangados, ¢ possivel observar que FT e RC sdo multifatoriais,
com um conjunto de condi¢des que envolve principalmente a capacidade plastica do parasito
em resistir e esquivar a a¢cdo dos farmacos e fatores relacionados a competéncia imunologica
do hospedeiro, sendo o quadro clinico de FT ¢ RC decorrentes dessa combinacao ou da
apresentacdo dessas circunstancias isoladas. No Capitulo II, foi realizada uma correlagdo dos
dados clinicos/laboratoriais de pacientes com Leishmaniose Visceral ¢ a sensibilidade de
isolados clinicos de Leishmania (Leishmania) infantum frente ao Antimonio Trivalente ¢ a
Anfotericina B. O método utilizado baseia-se na coleta e cultivo de parasitos obtidos de isolados
clinicos, ensaios de sensibilidade in vifro das formas promastigotas frente ao Antimonio
Trivalente e Anfotericina B para obtencdo da EC50 e analises de correlagdo das variaveis
clinicas dos pacientes com os dados experimentais. Foi obtido o EC50 dos isolados clinicos
coletados, comparados com o resultado da cepa padrao, classificados como susceptiveis ou
resistentes e correlacionados com os achados clinicos e laboratoriais dos pacientes. Nao foi
encontrada uma associa¢do positiva entre a presenga do parasito resistente e o acometimento
com sinais e sintomas clinicos mais severos e/ou as ocorréncias de FT ou RC, entretanto,
observou-se uma relagdo entre a presenga de doencas imunossupressoras € os casos RC. Além
disso, também encontramos uma correlagao direta entre a sensibilidade do parasito para ambos
os farmacos, indicando, dessa maneira, que existe uma tendéncia a resisténcia cruzada entre os
1solados clinicos analisados. Dessa forma, os ensaios experimentais indicam que para o
Leishmania (L.) infantum a sensibilidade do parasito aos farmacos ndo parece ser a causa mais
direta para o desfecho clinico de FT ou RC, refor¢cando os achados da revisdo de literatura que
apontam esses fendmenos como processos multifatoriais complexos, que envolvem tanto
aspectos do parasito (ndo somente a sensibilidade in vitro) quanto a resposta do hospedeiro.

Palavras-chaves: Sensibilidade in vitro. Antimonio. Anfotericina B



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected diseases that affect many underdeveloped or developing
countries. The main clinical presentations of the disease are the visceral and tegumentary forms,
caused by parasites of the Leishmania genus, which includes more than 20 species that cause
the disease. The use of drugs is the main method used for the control and treatment of diseases,
however, this methodology encounters obstacles, given the limited amount of drugs available
on the market, in addition to problems frequently addressed in the literature, such as the
possibility of the presence of resistant parasites and the occurrence of Treatment Failures and
Clinical Relapses as factors that hinder a favorable clinical outcome. In this sense, this work
proposed in Chapter I a literature review that understood the processes involved in the cases of
Treatment Failures (TF) and Clinical Relapses (CR) in the two clinical presentations of
Leishmaniasis in the world. The methodology was based on obtaining scientific articles
published in databases between 1990 and 2021 in Portuguese, English and Spanish relating
cases of Cutaneous Leishmaniasis (CL) and Visceral Leishmaniasis (VL) in humans with FT
and CR, including both epidemiological and experimental studies. In the results achieved, it is
possible to observe that TF and RC are multifactorial, with a set of conditions that mainly
involves the plastic ability of the parasite to resist and evade the action of drugs and factors
related to the immunological competence of the host, being the clinical picture of TF and CR
arising from this combination or the presentation of these isolated circumstances. In Chapter II,
a correlation was performed between clinical/laboratory data from patients with Visceral
Leishmaniasis and the sensitivity of clinical isolates of Leishmania (Leishmania) infantum
against Trivalent Antimony and Amphotericin B. The method used is based on the collection
and cultivation of parasites obtained from clinical isolates, in vitro sensitivity assays of the
promastigote forms against Trivalent Antimony and Amphotericin B to obtain the EC50 and
correlation analysis of the clinical variables of the patients with the experimental data. The
EC50 of the collected clinical isolates was obtained, compared with the result of the standard
strain, classified as susceptible or resistant and correlated with the clinical and laboratory
findings of the patients. A positive association was not found between the presence of the
resistant parasite and the involvement with more severe clinical signs and symptoms and/or the
occurrences of TF or CR, however, a relationship was observed between the presence of
immunosuppressive diseases and CR cases. In addition, we also found a direct correlation
between the sensitivity of the parasite to both drugs, thus indicating that there is a tendency
towards cross-resistance between the clinical isolates analyzed. Thus, experimental trials
indicate that for Leishmania (L.) infantum, the parasite's sensitivity to drugs does not seem to
be the most direct cause for the clinical outcome of TF or CR, reinforcing the findings of the
literature review that point to these phenomena as complex multifactorial processes, which
involve both aspects of the parasite (not only in vitro sensitivity) and the host response.

Keywords: in vitro sensitivity. Antimony. Amphotericin B
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INTRODUCAO GERAL

Essa dissertagdo tem como tema as Leishmanioses, doengas caracterizadas como um
problema de satde publica em muitos paises, onde uma parte consideravel dos doentes sofrem
com problemas recorrentes como a Falha de Tratamento (FT) e Recidiva Clinica (RC),
fendmenos complexos € que envolvem em suas ocorréncias varias condigdes. A pesquisa conta
com dois capitulos centrais que buscam entender no primeiro caso quais circunstancias estao
envolvidas no acometimento da FT e RC, aspirando compreender principalmente a colaboragdo
do parasito e do hospedeiro nessas ocorréncias. Ja no segundo capitulo ¢ destacada a correlagao
entre a sensibilidade de isolados clinicos de Leishmania (Leishmania) infantum com os
resultados laboratoriais dos pacientes e seus desfechos clinicos.

A pesquisa realizada ¢ vinculada ao Programa de P6s-Graduacdo em Saude e Ambiente
- PPGSA da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) e desenvolvida principalmente no
Laboratério de Genética e Biologia Molecular — LabGeM, ligado ao Departamento de Biologia
da UFMA. A area de concentragdo do estudo ¢ “Saude das Populagdes” e a linha da pesquisa
“Biotecnologia Aplicada a Satide”. O estudo contempla integralmente as propostas do PPGSA,
considerando que a Leishmaniose ¢ uma doenga endémica do Maranhao, afetando a satde e o
bem-estar da populacdo maranhense, dessa maneira, investigagdes experimentais que utilizam
a biotecnologia para realizagdo de pesquisas que visam melhorar qualidade de vida da
populagdo, além de contribuir para diminui¢do dos niimeros de casos graves € Obitos, sao
fundamentais para assegurar desenvolvimento humano no estado.

Em continuidade aos estudos anteriormente realizados pelo Grupo de Estudos em
Biotecnologia e Genética — BioGen, propomos a realizacao dessa dissertacdo apresentada na
forma de dois capitulos, sendo o primeiro submetido a revista Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz e o segundo sera submetido a revista American Journal of Tropical Medicine & Hygiene.
Esses dois capitulos sdo independentes, contudo, seus resultados se complementam e em
conjunto reverberam respostas que tém o potencial de contribuir profundamente para o
entendimento dos fendmenos estudados. Investigamos nesse estudo correlagdes nao
encontradas na literatura, com 13 isolados clinicos e as caracteristicas clinicas dos 13 pacientes
acometidos com a Leishmaniose Visceral, ressaltando mais uma vez a importancia e o tamanho
dos resultados obtidos, os quais foram ainda mais reforcados por uma revisao literaria dos

ultimos 30 anos, sendo esses 0s principais objetivo.



17

JUSTIFICATIVA

O estado do Maranhdo ¢ uma regido de alta endemia para Leishmaniose e assim como
nos demais estados, ¢ importante a investigacdo da prevaléncia de casos, fatores de
agravamento, recidivas e resisténcia medicamentosa nesses pacientes. Nos ultimos anos, as
equipes multiprofissionais de saude tém relatado numero consideravel de casos de
Leishmaniose, refletindo também em agravamentos clinicos e sucessivos quadro de Falhas de
Tratamento e Recidivas Clinicas, mesmo em uso dos farmacos preconizados pelo Ministério da
Satde do Brasil.

Diante desse cenario, nosso grupo de pesquisa, tem se dedicado a avaliar fatores
moleculares do parasita que possam explicar os achados clinicos nos pacientes. A literatura ja
descreve que existem isolados clinicos de Leishmania spp com diferencas na tolerancia aos
farmacos. Assim, entender quais fatores estdo correlacionados aos casos de Falhas de
Tratamento e Recidivas clinicas na literatura mundial e estuda a sensibilidade fenotipica desses
isolados clinicos ¢ fundamental, uma vez que no aspecto da Saude Publica pode indicar uma
relagdo com as complicacdes clinicas nos pacientes. Esses dados, podem inclusive subsidiar a
necessidade de novos tratamentos, considerando uma melhor compreensao da interagdo entre
aspectos do parasita e fatores do hospedeiro.

Diante de tais questdes crucias para uma compreensao holistica de todos os fatores que
envolvem o quadro clinico de Leishmaniose, quais fatores e mecanismos estdo associados as
ocorréncias de Falhas de Tratamento e Recidivas Clinica? A sensibilidade do Leishmania
(Leishmania) infantum pode influenciar/interferir nas principais variaveis clinicas e
laboratoriais apresentadas pelos pacientes com Leishmaniose Visceral? As manifestacdes
clinicas de maior gravidade estdo correlacionadas com a presenca de um isolado clinico mais
tolerante (resistente) aos fArmacos no paciente? Para tentar responder esses questionamentos,
esta pesquisa foi realizada, sendo até onde temos informagdes encontradas na literatura, a
primeira a utilizar isolados clinicos obtidos de pacientes de uma area de alta endemia e
correlacionar os dados experimentais com os aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes com

Leishmaniose Visceral.
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OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Relacionar os dados clinicos e laboratoriais de pacientes com LV com a sensibilidade in
vitro dos isolados clinicos de Leishmania (Leishmania) infantum, bem como realizar uma

Revisdo de Literatura sobre os mecanismos de FT e RC na Leishmaniose.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma Revisao de Literatura sobre FT ¢ RC em uma perspectiva multifatorial em
LCelV;

e Avaliar a tolerancia in vitro da forma promastigotas de Leishmania (L.) infantum frente
ao Antimonio trivalente € a Anfotericina B;

e Determinar o perfil clinico-epidemioldgico dos pacientes com LV do qual foram obtidos
os isolados clinicos de Leishmania (L.) infantum.

e Aplicar correlagdo entre os dados clinicos dos pacientes com LV e os dados de

sensibilidade in vitro.



CAPITULO I
Artigo de Revisdo (Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz)
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Resumo

As Leishmanioses sdo doengas causadas pelo protozoario do género Leishmania spp., cujo os
farmacos utilizados para o tratamento das doengas sdo limitados, sendo recorrentes casos de
Falha de Tratamento e Recidiva Clinica. Assim, nosso objetivo foi realizar uma Revisao
Sistematica de Literatura acerca dos fenomenos envolvidos nas Falhas de Tratamento e
Recidivas Clinicas nas ocorréncias de Leishmanioses. Foram incluidos estudos publicados entre
1990 e 2021 em portugués, inglés e espanhol, sendo inseridas pesquisas populacionais com
abordagem no hospedeiro humano, estudos experimentais com enfoque no parasito e relatos de
caso. Foram incluidos 64 artigos divididos em trés categorias: Relatos de Caso (26 artigos),
apontam a Leishmaniose Cutanea relacionada a Falha de Tratamento e Recidiva Clinica
(47,6%), acometendo o sexo masculino (74%) e criancas (67%). J4 nos dados experimentais
com foco no parasito (19 artigos), a L. major teve maior representatividade (25%), j& sobre os
mecanismos envolvidos na Falha de Tratamento e Recidiva Clinica, foi observado uma forte
presenca de alteragdes do DNA ou do nivel de expressdo (44,82%) no parasito. Os dados
Populacionais com foco no Hospedeiro (19 artigos), quanto aos mecanismos e fatores
associados a Falha de Tratamento e Recidiva Clinica, 36% dos autores correlacionaram os
fendmenos a caracteristica imunologicas do hospedeiro. Concluimos que a Falha de Tratamento
e Recidiva Clinica nas Leishmanioses ¢ multifatorial e apresenta peculiaridades intrinsecas a
cada tipo de manifestagdo clinica, sendo o fator imunolégico o mais associado pelos autores a
esses fenomenos, além da adaptagdo do parasito aos farmacos utilizados no tratamento das
doengas.

Palavras-chaves: Recaida. Falha Terapéutica. Resisténcia Medicamentosa
Introducio

As Leishmanioses sao um grupo de doengas infecciosas cronicas causadas por

protozoarios parasitos de mais de 20 espécies do género Leishmania, as quais ocasionam
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diferentes tipos de manifestacdes clinicas, reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Satde
(OMS) como Leishmaniose Cutanea (CL), Leishmaniose Mucocutanea (MCL) e Leishmaniose
Visceral (VL) (ALVES et al., 2018; WHO, 2022).

A quimioterapia ¢ a principal ferramenta para o controle do parasito no hospedeiro,
contudo, o conjunto terapéutico disponivel ¢ bastante limitado, sendo atualmente restrito a duas
linhas de farmacos: os antimoniais (Estibogluconato de Sédio- Pentostam® e o Antimoniato de
Meglumina- Glucantime®) e os ndo-antimoniais (Pentamidina, Anfotericina B, Paromomicina
e Miltefosine). No tratamento de CL e MCL, além destes podem ser utilizados derivados
azolicos (Cetoconazol, Itraconazol e Fluconazol) (BANSAL et al., 2019; FREZARD et al.,
2001; CHAKRAVARTY e SUNDAR, 2019). Tanto para forma clinica visceral quanto para as
formas tegumentares, esses farmacos podem ser utilizados individualmente ou associados entre
si em forma de terapia combinada, dependendo do quadro clinico da pessoa infectada e do
julgamento da equipe médica de acompanhamento.

Os casos onde a terapia farmacologica ndo consegue reduzir o processo infeccioso e
consequentemente nao leva a cura da doenga, caracterizando falhas de tratamento, nao sdo
incomuns, assim também como os casos de ressurgimento dos sinais e sintomas clinicos apos
o fim do tratamento denominadas recidivas clinicas (DAS et al., 2005). A Organizacdo Mundial
da Saude define dois diferentes conceitos principais para o insucesso na terapia contra
leishmanioses: a recidiva clinica e falha de tratamento. O detalhamento desses termos serd
apresentado nos resultados do presente artigo, dado que existem adequagdes conceituais a cada
regido de ocorréncia destas doengas no globo e variam para cada tipo de manifestagdo clinica.

Vale ainda ressaltar que apesar da Falha de Tratamento e a Resisténcia Medicamentosa
serem frequentemente relatadas como sindnimos na literatura, trata-se de conceitos diferentes.
A resisténcia de parasitos a farmacos, ¢ apenas um dos fatores que podem levar a Falha de
Tratamento (VANAERSCHOT, 2014).

Nesse contexto, o presente artigo tem por objetivo realizar uma revisao sistematica de
literatura acerca dos mecanismos descritos nas Falhas de Tratamento e Recidivas Clinicas nas
diferentes manifestacdes clinicas da Leishmaniose. Apresentaremos em uma perspectiva
multifatorial das principais caracteristicas clinicas e epidemiolédgicas dos pacientes descritos
em relatos de casos com TF ou CR, bem como uma sintese dos principais achados na literatura
com estudos experimentais que possibilitem explicar as contribuigdes do parasito e do

hospedeiro nessas manifestacdes clinicas.
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Metodologia
Protocolo de revisao de literatura

Este estudo trata-se de uma Revisdo Sistematica de Literatura, cujo o protocolo foi
submetido no Registro Internacional Prospectivo de Revisdes Sistematicas (PROSPERO) sob
nimero: CRD42022320963 (acessar  em: https://www.crd.york.ac.uk/prospero/
display record.php?ID=CRD42022320963). Como garantia do rigor cientifico, as diretrizes do
Relatorio Preferencial de Revisoes Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA) foram seguidas

para elaboragao desta revisao.

Fontes de dados e estratégias de pesquisa

Esta revisdo utilizou artigos publicados entre os anos de 1990 até o més de outubro de
2021, que abordam as tematicas de recidivas clinicas e falha de tratamento nas leishmanioses.
As buscas estruturadas foram realizadas nas bases de dados PubMed, Science Direct e Scielo
utilizando como descritores previamente selecionados pelo site Descritores em Ciéncias da
Satde (DeCS) (acessar em: https://decs.bvsalud.org/): recidiva, recaida, recorréncia, recorrente,
recrudescéncia, falha de tratamento e falha terap€utica e seus equivalentes em inglés e espanhol,
utilizados individualmente ou combinados entre si através dos operadores booleanos OR e

AND. Um resumo da sele¢do dos artigos pode ser visualizado na Figura 1.

Critérios de inclusio e exclusao

Foram considerados elegiveis os estudos populacionais e experimentais com abordagem
no hospedeiro humano, estudos experimentais com enfoque no parasito e relatos de caso que
abordavam sobre recidivas clinicas e falhas de tratamento em pacientes humanos considerando
todas as formas clinicas da doenca. Os idiomas considerados foram: portugués, inglés e
espanhol e o recorte temporal entre 1990 a 2021.

Estudos com informagdes incompletas, duplicados nas bases de dados, em idiomas nao
pré-estabelecidos, com abordagem em outros hospedeiros ndo humanos, bem como outras
revisdes foram excluidos dessa andlise. Para os trabalhos de revisdo na abordagem desse artigo,
procedeu-se com a busca na lista de referéncias dos mesmos para inclusdo de artigos adicionais

que atendessem aos critérios pré-estabelecidos.

Processo de Selecao
Apoés a leitura dos titulos e seus respectivos resumos, a sele¢do foi feita por dois

revisores de forma cega através do software Mendeley considerando os critérios de inclusao
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deste trabalho. Os resumos que apresentassem informagdes completas foram selecionados para
leitura na integra do artigo para avaliar sua adequag¢@o com os critérios de elegibilidade. De
modo independente, dois revisores leram todos os trabalhos selecionados e caso houvesse

discordancia um terceiro revisor avaliou os estudos.

Extracao dos dados

Os dados extraidos dos artigos foram organizados em tabelas do Microsoft Excel
conforme a categoria de abordagem de cada estudo. As variaveis selecionadas dos estudos
foram: ano de publicacdo, primeiro autor, origem do artigo, espécie de Leishmania identificada,
forma(s) clinica(s) apresentada(s), sexo e idade de pacientes, quantidade de pacientes,
farmaco(s) utilizado(s), esquemas terapéuticos empregados, desfechos clinicos, presenca de
imunossupressao nos pacientes, utilizagdo de cepa de referéncia e/ou isolado clinico em

experimentos, presenga de promastigotas e/ou amastigotas e fatores associados a TF e CR.

Analises

Para interpretacdo e apresentacdo dos resultados, foi utilizado a metodologia de
estatistica descritiva para organizar, resumir e descrever os aspectos importantes das principais
caracteristicas analisadas. Em relacdo a comparagdo dos dados, foi descrito as principais
tendéncias existentes entre os achados, como semelhancas, diferencas e particularidades

consoante o enfoque utilizado em cada estudo.

Resultados e Discussio
Compreendendo as variacoes dos conceitos de Falha no Tratamento e Recidivas Clinicas
em Leishmaniose

Com a finalidade de melhor abordar o conceito de Falha de Tratamento e Recidiva
Clinica foram sumarizadas na Tabela 1 as descrigdes da Organizacao Mundial da Satde (OMS)
para cada regido de ocorréncia das Leishmanioses.

O conceito de Recidiva Clinica tem como base principal o reaparecimento dos sinais e
sintomas em ambas as doengas (VL e CL), contudo, possuem diferencas de regido para regiao
quando abordam a respeito do periodo minimo € maximo para se considerar um CR, além do
acréscimo de outros parametros utilizados para confirmar o quadro clinico, como a necessidade
de confirmacdo diagndstica em exame parasitologico. Em todos os diferentes documentos da

OMS avaliados havia descri¢ao conceitual para recidiva clinica.
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Entendemos as individualidades acerca de cada regido que relata episédios de CL e VL
em pacientes com Leishmaniose e como essas doencas impactam de maneira diferente suas
populagdes, justificando, dessa forma, possiveis diferengas acerca da periodicidade de retorno
de sintomas para a classificagdao da recidiva clinica. Contudo, ressaltamos que a auséncia de
uniformidade entre os conceitos de Falha Tratamento e Nao-resposta pode ser um fator de
confusdo, por isso estdo expressos na Tabela 1, onde sdo apresentadas as varia¢des de acordo a
localidade. Isto porque foi observado que o cerne da explicagdo destes conceitos foi muito
semelhante entre diferentes documentos que ndao os apresentavam concomitantemente,
evidenciando que estes podem ser confundidos como sindnimos entre diferentes paises. Ao
mesmo tempo, haviam documentos que traziam os dois conceitos, ¢ englobavam a nao resposta
como um tipo de Falha de Tratamento. Observa-se, portanto, que ndo ha consenso sobre o
conceito de Falha de Tratamento e Nao-resposta entre diferentes regides do globo afetadas pela
Leishmaniose, sendo em algumas regides considerado termos sindnimos.

O documento destinado a regido europeia, por exemplo, ndo apresenta o conceito de
Falha de Tratamento, somente de ndo-resposta e recaida. Em contrapartida, para as Américas e
Regido do Mediterrdneo Oriental a terminologia “Falha de Tratamento” esta presente, porém
nao ha conceito sobre “nao resposta”. Ao mesmo tempo, para os documentos da Republica do
Suddo e para o Sudeste asiatico trés conceitos sdo apresentados, sendo a “Nao-Resposta”
classificada como um tipo de Falha de Tratamento. Apenas o conceito de Recaida clinica se
manteve presente em todos os manuais. Observa-se, portanto, que ndo ha consenso sobre o
conceito de Falha de Tratamento e Nao-resposta entre diferentes regides do globo afetadas pela
Leishmaniose, sendo em algumas regides considerado termos sindnimos.

Dessa maneira, propomos a implementacdo da uniformizacdo de maneira mundial dos
conceitos de Recidiva Clinica e Falha de Tratamento nas formas visceral e cutinea, com base
em todos os conceitos apresentados pela Organizagdo Mundial de Saude descritos na Tabela 1
e relatado pelos autores Rijal et al. (2013), Ostyn et al. (2014) e Ponte-Sucre et al. (2017).
Entendemos que existem duas formas principais de Falha de Tratamento: a Nao-Resposta e a
Recidiva Clinica (e morte no caso da Leishmaniose Visceral), sendo esse um conceito mais
amplo, que abrange todas as formas de insucesso terapéutico.

Na forma visceral, compreendemos a Recidiva Clinica seria qualquer reaparecimento

de sinais e sintomas clinicos de Leishmaniose Visceral com confirmacdo parasitolégica em um
periodo de até 12 meses (para regides endémicas) ou a qualquer momento apds cura clinica

(para regides ndo endémicas). Na forma cutanea, entendemos a Recidiva Clinica seria a
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reativagdo de nodulos, placas ou ulceragdes a qualquer momento apds a cura inicial, com
confirmagdo parasitoldgica.

Propomos a Organizagdo Mundial de Satude e toda a comunidade cientifica a utilizagao
e implementagdo desses conceitos conforme descrevemos, a fim de contribuir para uma
caracterizacdo uniforme dos desfechos clinicos nas Leishmanioses, corroborando dessa
maneira, para um melhor controle da doenca de modo epidemiologico, além de direcionar de
forma mais efetiva a realizagdo de estudos com base em um conceito consistente e integrativo
das propostas anunciadas, permitindo ainda comparagdes, cruzamento de dados e correlagdes

de estudos e pesquisas entre laboratorios, regides, paises € continentes.

Aspectos multifatoriais das Falhas de Tratamento e Recidiva Clinicas nas Leishmaniose

Os artigos incluidos em nosso estudo foram categorizados em trés grandes areas: relatos
de caso, artigos experimentais com foco no parasito e estudos populacionais com foco no
hospedeiro. O primeiro grupo apresenta resultados baseados na descri¢do dos aspectos clinicos
e epidemiologicos de casos relatados em diferentes regides do mundo classificados como
recidivas clinicas ou falha terapéutica. Ja os artigos com enfoque no parasito descrevem
resultados baseados em testes de suscetibilidade de Leishmania as drogas in vitro € ou in vivo,
bem como a utilizagdo de abordagens moleculares, gendmicas e pds-gendmicas para
identificacdo das espécies ou visando compreender os mecanismos relacionados a resisténcia a
drogas. Finalmente, o terceiro grupo inclui pesquisas com resultados que realizaram
investigagdes epidemiologicas a partir de prontudrios de pacientes, com enfoque prospectivo e
retrospectivo, bem como ensaios laboratoriais moleculares e imunoldgicos.

Essa pesquisa englobou os avangos tecnologicos e metodologicos dos ultimos 30 anos
a respeito das Falhas de Tratamento e Recidivas Clinicas na Leishmaniose, visando entender
desde os trabalhos mais iniciais que utilizavam os métodos de pesquisa disponiveis na época

até os mais recentes para compreender a ocorréncia de TF e CR na Leishmaniose.

Relatos de caso

Apo6s a aplicagdo dos critérios de exclusdo previamente estabelecidos, foram
selecionados 26 trabalhos categorizados como Relatos de caso, cujas informagdes podem ser
visualizadas na Tabela S1. As informagdes foram sumarizadas por paciente (42 no total) e seus
respectivos historicos clinicos e de tratamento. A América Latina liderou entre os locais
relatados com o maior nimero de casos descritos (Figura 2a), sendo o Brasil, a Colombia e a

Guiana Francesa os paises com maior quantidade de pacientes recidivantes (7 cada). No Brasil,
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a regido de maior ocorréncia foi a Nordeste, € na Guiana e Colombia, regides compreendidas
na area de floresta amazonica. De acordo com classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude
sobre o Status de endemicidade de CL e VL ao redor do mundo em 2020, todos os paises
presentes nos relatos descritos possuem algum grau de endemicidade ou tiveram casos
previamente reportados de CL e LV em seus territorios (WHO, 2020a; WHO, 2020b).

A forma clinica com maior nimero de Falhas de Tratamento/Recidivas Clinicas
relatadas foi a cutanea, com 47.6% dos pacientes acometidos (Figura 2c). Este dado ¢ bastante
coerente, pois, segundo a OMS, a CL ¢ a apresentacao mais comum da Leishmaniose (WHO,
2022). Contudo, a manifestagdo clinica visceral teve um total de 45.2% dos pacientes com
Falhas de Tratamento/Recidivas Clinicas, ndo apresentando, portanto, grandes diferencas em
termos quantitativos. As manifestacdes do tipo “Cutanea Difusa”, “mucocutanea” e
manifestagdes multiplas (mais de uma forma clinica presente) foram recorrentes em apenas 1
paciente cada. Em concordancia com tais dados, as espécies identificadas no maior nimero de
relatos foram L. (V.) guyanensis (18.9%), L. (V.) panamensis (13.5%) ambas causadoras de
Leishmaniose Cutanea, e L. (L.) infantum (16.2%) responsavel pela forma visceral da doenga.
Apesar desses dados, a maioria dos autores ndo chegou a fazer a identificagdo da espécie de
Leishmania presente em seus pacientes (21.6%).

Acerca do sexo dos individuos afetados com recaidas, a populacdo masculina
demonstrou acometimento majoritario, com 74% dos pacientes sendo homens e apenas 26%,
mulheres (Figura 2b). A prevaléncia de pacientes do sexo masculino também segue essa
tendéncia a ocorréncia de Leishmanioses ao nivel global: conforme o relatorio de Vigilancia
Global das Leishmanioses (2019 — 2020) da Organizagao Mundial da Saude, a distribuigdo de
casos de VL por género nos paises de alta incidéncia apresentou, em 2020, 58% dos casos em
pacientes do sexo masculino e 42% do sexo feminino. J& para CL, em 2018, 47% dos casos
eram do sexo feminino e 52% masculino.

Um dado interessante explicitado no referido relatério, € que algumas regides e paises
apresentam super-representagao de pacientes do sexo masculino, como a regiao das Américas,
que em 2018 teve apenas 30% de pacientes com CL do sexo feminino, e o pais Brasil, que
apresentou 89% dos pacientes de LV do sexo masculino em 2020 (RUIZ-POSTIGO et al.,
2021). Essas diferencas podem ser devido a fatores sociais € comportamentais (como a maior
exposicao masculina as areas de risco de infec¢do € a menor busca por servicos de saude) ou a
fatores bioldgicos diretamente associados ao sexo (GUERRA-SILVEIRA & ABAD-FRANCH,
2013). Os autores Cloots et al. (2020) discutem que a prevaléncia de casos de LV na populacao

masculina no subcontinente indiano nao ocorre devido apenas a fatores socioculturais, também
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¢ observada que diferengas bioldgicas entre os sexos desempenham papel na patogénese da
doenga.

A faixa etdria com maior nimero de ocorréncias de Falhas de Tratamento/Recidivas
Clinicas relatadas foi a infantil (0 a 14 anos), sendo a forma visceral nesse grupo a mais comum,
representando 67% dos casos (Figura 2¢). A idade como fator de risco para ocorréncia de
recidivas ja foi relatada por diversos autores, Campos et al. (2021) apontam a idade como um
importante fator de risco para LV e correlaciona a infancia com a possibilidade de 5 a 10 vezes
maior de resposta insatisfatoria a tratamentos em comparacao com a idade adulta. Ja Castro et
al. (2016) em estudo com pacientes colombianos de CL, evidenciam, a baixa taxa de sucesso
do tratamento com Antimoniato de Meglumina em pacientes com idade menor que 8 anos. Em
estudo prospectivo em centros de saude da India e do Nepal, Ostyn e colaboradores, em 2014
avaliaram o desfecho de clinico de 1.016 pacientes de LV tratados com miltefosina ¢ a
ocorréncia de recaidas foi observada como 2 a 3 vezes mais frequente no grupo de 0 a 15 anos
quando comparado aos grupos de pacientes adultos (OSTYN et al., 2014). Esses resultados
destacam a importancia da realizacao de ensaios clinicos adequados para a faixa etaria infantil,
visto que ¢ de conhecimento global que as criancas possuem sistemas imunoldgicos ainda
imaturos sendo necessario determinar a seguranga e eficacia na exposicao a farmacos para esses
pacientes.

A presenca de estados de imunossupressao e comorbidades nos pacientes foi apontada
em 28.6% dos individuos. J4 cerca de 35.7% dos pacientes foram indicados pelos autores como
imunocompetentes, €, um mesmo numero de individuos ndo teve informagdes apresentadas
acerca de seu estado imunologico. Este ¢ um percentual elevado e um dado preocupante,
considerando que em praticamente todos os relatos de pacientes imunossuprimidos os fatores
imunologicos do hospedeiro foram apontados como responsaveis ou potencialmente relevantes
na ocorréncia da Falhas de Tratamento/Recidivas Clinicas. Porém, para outros 35% dos
pacientes os autores ndo hipotetizaram ou sugeriram mecanismos € fatores que possam ter
levado a ndo resposta de seus pacientes ao tratamento inicialmente administrado. Esse dado
representa, até certo ponto, um resultado esperado, ja que o formato de publicagdo “Relato de
Caso” ndo exige a discussdo de mecanismos envolvidos no fenémeno reportado e sim que
aborde a casuistica da recidiva.

O estado imunolégico do paciente ja foi apontado em outros estudos com este tipo de
abordagem como grande determinante da ocorréncia de recaidas no tratamento para VL. Em
estudo recente, Franssen et al. (2021), demonstraram, em uma coorte com 98 pacientes com

VL da Etiopia, que a recaida em pacientes com VL/HIV se deve a persisténcia de parasitos apos
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o tratamento clinicamente bem-sucedido que, na auséncia de imunidade do hospedeiro
totalmente funcional, sdo capazes de se restabelecer e ocasionar repetidas recaidas. A cura
clinica em CL também foi previamente relatada na literatura como raramente associada a cura
estéril, sendo a recaida diretamente ligada a persisténcia de parasitos nas cicatrizes
(MENDONCA et al., 2004).

Além da auséncia de cura estéril apontada por Mendonga et al. (2004), Castro et al.
(2016) apontam diversas caracteristicas clinicas e fatores relacionados a droga como
determinantes da ocorréncia de Falha de Tratamento. Em um trabalho de coorte conduzido com
230 pacientes colombianos com CL, a idade, a presenca de linfadenopatias regionais, a dura¢ao
da infeccdo e a baixa aderéncia ao tratamento foram altamente associados as falhas no
tratamento (CASTRO et al., 2016). Os autores Bamorovat ef al. (2021), por sua vez, em estudo
com 338 pacientes iranianos com CL, apontam correlagdo positiva entre a ocorréncia de Falhas
de Tratamento/Recidivas Clinicas com distintos determinantes de risco demograficos, clinicos
e ambientais.

Fatores relacionados ao esquema terapéutico empregado foram destacados como
relevantes em 26% dos casos (17% sobre a via de administragdo utilizada, 7% sobre tratamento
inadequado e 2% sobre interrup¢ao de tratamento) (Figura 2g). Nao foi possivel visualizar um
padrdo acerca dos tratamentos e possiveis relagdes entre farmacos e uma maior incidéncia de
recidivas: 52% dos pacientes recidivaram ap6s uso de um unico farmaco e 48% recidivaram
apos o uso de dois ou mais esquemas sem sucesso. Os fdrmacos mais empregados ao nivel
mundial no tratamento das Leishmanioses (Glucantime®-Antimoniato de Meglumina e
Anfotericina B) também foram os mais frequentemente administrados nos pacientes com
recidivas. Os pacientes dos estudos avaliados no presente trabalho tratados com Glucantime®
(sozinho ou em combinagdo) tiveram insucesso em 45% dos casos, enquanto os tratados com
Anfotericina B (sozinha ou em combinacdo) representaram 43%. Essas porcentagens
extremamente proximas evidenciam a baixa correlacdo entre a escolha de tratamentos e a
chance de sucesso terapéutico inicial. Dessa forma, ¢ possivel perceber que as Leishmanioses
contam com uma baixa gama terapéutica ao nivel global e a combinagdo de terapias com
farmacos pré-existentes ndo garante sucesso.

Fatores intrinsecos do parasito (tais como a resisténcia de cepas, a presenca do virus
LRV e a infec¢do por mais de uma cepa) foram associados a Falhas de Tratamento/Recidivas
Clinicas por apenas 11% dos autores. E importante destacar mais uma vez, que o formato dos
trabalhos analisados neste topico foi “relato de caso” nos quais o foco de avaliagdo se encontra

nos pacientes € nao em seus agentes etioldgicos. O topico seguinte aborda com mais detalhes
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artigos que produziram dados experimentais acerca dos parasitos do género Leishmania e suas

possiveis relagdes com o insucesso de tratamentos com farmacos convencionais.

Dados experimentais com foco no parasito

Nessa categoria foram incluidos 19 artigos descritos na Tabela 2, os quais abordam
diversos aspectos que buscam explicar a influéncia do parasito em episddios de TF/CR. Dos
artigos incluidos nessa categoria, aproximadamente 72.7% realizaram pesquisas com espécies
que causam a Leishmaniose Cutanea, dentre elas: L. peruviana, L. guyanensis, L. braziliensis,
L. lainsoni, L. mexicana, L. killicki, L. amazonensis, L. panamensis, L. tropica € com maior
destaque a L. major que correspondeu a 25% das espécies estudadas de TF/CR em CL. Ja os
estudos que utilizaram as espécies causadoras da Leishmaniose Visceral foram equivalentes a
27.2% e realizadas com as duas espécies relacionadas na literatura como responsdveis pela
manifestagdo visceral da doenga: L. (L.) infantum e a L. (L.) donovani, com maior prevaléncia
da segunda espécie a qual correspondeu a 77.7% das pesquisas de TF/CR em VL. E importante
considerar que os estudos com espécies que causam CL eram mais abrangentes, abordando mais
de uma espécie em simultineo (50.0% deles), entretanto, os estudos com VL abordavam
somente uma das duas espécies. Ainda foi possivel encontrar dois estudos que comparavam
espécies de CL e VL ao mesmo tempo. Consoante a World Health Organization (2022), estima-
se que ocorram anualmente em todo o mundo de 50.000 a 90.000 novos casos de VL, enquanto
na CL essa estimativa ¢ de 600.000 a 1 milhdo de novos casos anualmente em todo o mundo.
Nesse sentido, € possivel entender porque existem mais casos relatados na literatura e estudos
clinicos/laboratoriais com a CL, visto que existem mais de 20 espécies conhecidas como
causadoras das Leishmanioses e somente duas dessas sdo apontadas cientificamente como
responsaveis pela VL no mundo. As demais sdo classificadas como agentes etiologicos da CL
e suas derivagdes, sendo encontradas diferencas significativas entre as espécies, como mostra
o estudo dos autores Arevalo et al. (2007), os quais apontam diferenca na sensibilidade de
espécies de Leishmania ao tratamento com SbY em pacientes com CL, dessa maneira,
mostrando que as espécies e a regido geografica onde houve a infeccdo podem afetar a eficacia
dos tratamentos.

Dentre os farmacos utilizados, os Antimoniais foram predominantes, retratados por
52.6% dos estudos, em que 90% dos antimoniais foram usados na forma pentavalente do
farmaco (Sb") e somente 10% na forma trivalente (Sb'™), sendo os antimoniais comerciais mais
utilizados o Estibogluconato de Sédio (Pentostam®) e o Antimoniato de Meglumina

(Glucantime®). Apontada como uma das alternativas no tratamento das Leishmanioses, a
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Miltefosina foi o segundo farmaco mais utilizado nos estudos (26.3%) para avaliar os
mecanismos do parasito frente a agdo do farmaco. Também foram desenvolvidas pesquisas com
farmacos nao utilizados no tratamento das Leishmanioses, como a Glibenclamida destinada ao
tratamento de diabetes mellitus, mas que pode apresentar um efeito Leishmanicida (15.8%). A
Anfotericina B foi abordada por 5.2% dos estudos, sendo o farmaco menos utilizado nos estudos
de TF/CR. E importante ressaltar que foram utilizados em nosso estudo somente, artigos que
trabalharam com farmacos comerciais, ndo sendo incluidos fArmacos/compostos em fase de
validacao laboratorial ou estudos com bioprospeccao de novos produtos. A grande utilizagdo
dos Antimoniais nesses estudos se justifica, pois, esses farmacos foram recomendados por mais
de sete décadas para o tratamento da VL alcangando uma taxa de cura > 90% ao nivel global e
na CL com uma variacdo entre 77— 90% de taxa de cura no mundo, sendo a primeira linha de
tratamento na maioria dos paises, mas apresentando problemas como a resisténcia em paises
como India e Nepal, conforme aponta a Organizagdo Mundial de Saude (2010).

A maioria (73.6%) dos estudos utilizou as duas formas de apresentacdo do Leishmania
(promastigotas e amastigotas intracelulares) nas investigacdes realizadas. Estudos com as
formas promastigotas foram utilizados nesse contexto para realizacdo para indugdo de
resisténcia in vitro, analise de sensibilidade do parasito aos farmacos e ensaios génicos. Ja com
as formas amastigotas intracelulares ¢ possivel entender melhor sobre o comportamento do
parasito em cé€lulas de mamiferos através de testes de sensibilidade, avaliagdo de alteragdes na
mediagdo de respostas imunologicas, alteragcdes de vias bioquimicas, ensaios funcionais, entre
outros como conduziram os autores como Purkait et al. (2012); Deep et al. (2017); Espada et
al. (2021).

Os modelos experimentais empregados nos estudos foram classificados em 4 categorias:
1 - ensaios de sensibilidade in vitro/in vivo que correspondem a 27.9% das metodologias e
englobam experimentos que objetivam avaliar fendtipos de sensibilidade e resisténcia a
farmacos nos parasitos; 2 - ensaios funcionais foram realizados por 11.62% das pesquisas e
engloba métodos relacionados ao entendimento de vias bioquimicas e metabdlicas, bem como
de interagdes proteicas no ambiente intracelular. Ja em 3 - ensaios génicos representam 30.23%
dos métodos e inclui técnicas utilizados para avaliar mutagdes, alteracdes de nimeros de copias
cromossomicas, superexpressao de genes, presenga de SNPs e outras alteragdes ao nivel
gendmico. A Ultima categoria ¢ a 4 - identificagdo/caracterizacdo molecular do parasito
obtiveram a porcentagem de 30.23%, utilizando principalmente PCR-RFLP ou sequenciamento

para identificagdo da espécie dos parasitos.
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Sobre os possiveis mecanismos para alteracdo de sensibilidade no parasito, que visam
tentar explicar quais meios e fatores no parasito estdo relacionados a TF/CR, foi realizada a
categorizagao em: fatores associados a alteragdes do DNA ou nivel de expressdo génica
(44.8%), alteracdes de vias bioquimicas (20.6%), fatores associados a viruléncia e alteracdes
na taxa de metaciclogénese (10.3%). Variagao interespecifica natural, alteragdo da mediacao da
resposta imune, presenca de infec¢do por virus LRV e variagdo da resposta estagio-especificas
foram equivalentes a 3.44% em cada um dos grupos.

As primeiras descri¢des sobre os possiveis mecanismos de agdo de alguns dos farmacos
estdo classicamente abordados na literatura e consolidadas ha alguns anos, os autores Lira ef al.
(1999) ja apontavam que o AntimoOnio age sobre vias diferentes que afetam o parasito
apresentando uma variacdo na resposta estdgio-especifica, na qual a resisténcia ao
Estibogluconato de Sdodio foi observada na forma promastigota de L. donovani, enquanto as
formas amastigotas do parasito foram mais sensiveis a acdo do farmaco. Assim como também
a apresentagdo na variagdo interespecifica natural, analisada pelos autores Arevalo et al. (2007)
em que ¢ possivel observar que diferentes espécies de Leishmania spp. possuem distintas
respostas a terapia farmacologica, podendo o tipo de espécie influenciar no resultado do
tratamento, a exemplo, as chances de ocorréncias de TF, demonstradas pelos autores, quando
destacam que a TF foi 3,5 vezes mais frequente em pacientes infectados com L. (V.) braziliensis
em comparacao aqueles infectados com L. (V.) guyanensis.

Sobre os fatores associados a alteracdes do DNA ou nivel de expressdo génica, em uma
ordem cronologica dos achados, foi possivel observar: os primeiros resultados ja destacavam
ser possivel identificar que as cepas de L. mexicana resistentes exibiam um aumento da
expressdo de P-glicoproteina (GARCIA et al., 2000) e um gene com [ocus no cromossomo 9
nos isolados de L. major conferia resisténcia ao Antimoénio (SINGH, SINGH & SUNDAR,
2003). A expressdo de transportadores ABC de anions organicos por Leishmania (L.)
amazonensis estao associados a resisténcia a Glibenclamida (MACHUCA et al., 2006), o que
também foi encontrado em L. amazonensis resistente ao Antimonio com expressao aumentada
do ABC MRPA e elevados niveis de tiol (MONTE-NETO et al., 2011). J& os autores Purkait
et al., (2012) relataram em estudo com Anfotericina B diferengas nos padrdes de expressao dos
transcritos de S-adenosil- 1 metionina:C-24-A-sterol metiltransferase e a auséncia de ergosterol,
substituido por colesta-5,7,24-trien-3B-ol, além disso, alteracdes no nivel de expressdo do
MDRI1 indicam uma diminui¢do da afinidade da L. donovani com a droga. Segundo Jeddi et
al., (2014) foi possivel observar a superexpressao dos genes de resisténcia em cepas de L. (L.)

infantum: 14-3-3, P299, MRPA, GSH1, TRPER, AQPI e H4, bem como foi encontrado a
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superexpressao dos genes semelhantes (14-3-3, P299, AQP1 e H4) em isolados de L. major.
Também foi identificado a relagdo entre delegdes no locus MSL (Miltefosine Sensitivity Locus)
e a sensibilidade da L. (L.) infantum ao tratamento com Miltefosina, correlacionando com casos
clinicos que apresentaram Recidivas Clinicas (CARNIELLI et al., 2018). Mais recentemente,
foi observado em L. major, que a delecdo parcial ou total do gene Ros3 pode estar envolvido
na resisténcia do parasito a Miltefosina (ESPADA et al., 2021). Dessa maneira, os dados
demonstram que os fatores moleculares possivelmente associados a alteracao na sensibilidade
dos parasitos sdo multigénicos e com multiplas vias de respostas envolvidas, além de variar
entre as espécies, uma vez que um mesmo farmaco pode estar relacionado a diferentes vias de
manifestagdo de fenotipo de resisténcia em diferentes espécies. Ou seja, ndo ¢ possivel na
perspectiva génica realizar uma abordagem individualizada para entender o fendmeno de
resisténcia e correlacionar com CR/TF, considerando a expressdo de multiplos genes
envolvidos com distintas vias de respostas para diferentes farmacos.

Para as alteragdes de vias bioquimicas, foi inicialmente observado em L. mexicana, que
as cepas resistentes demonstraram uma diminui¢ao da atividade de enzimas-chave funcionais,
como a fosfatase 4cida e a piruvato quinase (GARCIA et al., 2000); também foi ressaltado que
a fosforilagdo de proteinas poderia desempenhar um papel na via de transdugdo de sinal no
parasito ap6s exposi¢ao a farmacos (SINGH, SINGH & SUNDAR, 2003); a agao da butionina
sulfoximina no processo de sensibilizacao do parasito também foi demonstrada, visto que esse
¢ um inibidor de y-glutamilcisteina sintetase, estando relacionado com a resisténcia ao
Glucantime® (HADIGHI et al., 2006). Ja os parasitos de L. donovani resistentes apresentam
uma membrana celular mais fluida, viabilizada pela cascata de triparedoxina regulada
positivamente e um nivel de tiol intracelular mais reduzido (PURKAIT et al., 2012). Os autores
Deep et al., (2017), relataram que em cepas resistentes de L. donovani houve uma reducdo da
captagdo de Miltefosina, a diminui¢do do acimulo de ROS e o aumento do contetdo de tiol
intracelular. Com isso, € possivel entender algumas das alteracdes que merecem mais estudos,
pois podem ser caracterizadas como preditivas de respostas adaptativas de cada espécie em
relagdo a determinados farmacos.

Em relagdo aos fatores associados a viruléncia e a metaciclogénese aumentada do
Leishmania spp. os autores Vanaerschot et al. (2011) relatam sobre a alta capacidade das cepas
resistentes de L. donovani de causar infeccao in vivo, com um perfil heterogéneo de infeccao e
uma carga parasitaria varias vezes maior em relagdo a cepas sensiveis, o que também foi
verificado por Ouakad er al. (2011) que relataram as caracteristicas de maior aptidao

encontradas em linhagens de L. donovani resistentes ao Antimonio Pentavalente, que possuem
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maior capacidade de metaciclogénese. Os autores Deep et al. (2017) encontraram com essa
mesma espécie um aumento da capacidade de infectividade e de metaciclogénese, o que
também foi destacado por Turner et al. (2015), que afirmam que promastigotas de L. major
resistentes a Miltefosina exibem metaciclogénese aumentada. Com isso, € possivel entender o
processo de adaptacao das espécies de Leishmania causadoras de VL e CL, com apresentagdes
de parasitos mais aptos, resistentes aos farmacos, mais virulentos e com maior capacidade de
infectividade, o que pode ser um problema ainda maior no futuro, considerando o restrito
espectro de farmacos comprovadamente eficazes no tratamento das doengas e que podem ser
utilizados em humanos sem complicag¢des por efeitos colaterais.

Ademais, a descoberta da presenga de virus LRV em Leishmania trouxe o
questionamento se esse poderia influenciar na sensibilidade do parasito aos farmacos,
entretanto, o estudo aqui encontrado dos autores Abtahi et al. (2020) revelou que nao houve
associacdo direta entre a presenca do virus LRV2 e a resposta ao Glucantime®. Entretanto, ainda
estdo sendo realizado estudos para melhor entender o impacto da presenca desse virus no
desenvolvimento ¢ tratamento da doenca.

Além dos aspectos do parasito, também ¢ importante considerar os fatores associados
ao hospedeiro, haja vista que o sistema imunoldgico do hospedeiro tem relagdo
comprovadamente estabelecida no acometimento e tratamento da doenga, como destacam os

autores Abadias-Granado ef al. (2021).

Dados populacionais com foco no hospedeiro

Os artigos com foco no hospedeiro foram distribuidos entre estudos observacionais
descritivos e analiticos e um trabalho experimental do tipo ensaio clinico. No total foram
selecionados 19 artigos, dos quais 33% fizeram investigagdes imunologicas nos hospedeiros
(contagem de células imunes e/ou dosagem de citocinas), 26% desenvolveram estudos de coorte
retrospectivos € 19% estudos de coorte prospectivos. Ainda foram analisados, dois estudos do
tipo série de casos, um estudo de caso-controle, um de corte transversal e um epidemiologico
ecoldgico. A quantidade média de pacientes nos estudos foi de aproximadamente 237
individuos, variando de 4 a 1.761 pacientes. Todos os dados estdo disponiveis e podem ser
visualizados na Tabela 3.

O percentual de artigos que apontou pacientes classificados recidivantes foi de 57%,
enquanto para Falha de Tratamento foi de 37%. Apenas dois estudos (11%) identificaram, entre
as populacdes investigadas, tanto individuos recidivantes quanto com Falha de Tratamento,

sendo que estes conceitos foram tratados como diferentes sem que um abrangesse o outro. Em
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contrapartida, dentre os 19 estudos, trés consideraram abertamente a recaida clinica como um
tipo de Falha de Tratamento. Somente Gitari et al. (2018) utilizaram o termo “ndo responsivo”
explicitamente como um tipo de Falha de Tratamento. Ressaltamos aqui que estes dados foram
quantificados estritamente com base no que os proprios autores de cada artigo declararam como
falha de tratamento, ndo resposta e/ou recaida clinica. Os conceitos foram divergentes entre os
artigos, sendo observadas adaptacdes sobre a terminologia definida pela OMS, em especial
acerca da periodicidade de reaparecimento dos sintomas.

Os autores Ostyn et al. (2014) e Rijal et al. (2013) seguem o conceito definido pela
OMS, contudo ambos adaptam o tempo de reaparecimento dos sintomas para 6 a 12 meses ou
simplesmente 12 meses apds o término do tratamento, respectivamente. Ja Simao, Vitoria &
Fortaleza (2020) ampliaram o periodo para 1 a 24 meses apos completar a terapia inicial. Além
da diversidade de periodos adotados, alguns autores consideraram outros critérios para
confirmagdo do episddio de recaida. Ja Goyal ef al. (2020) ndo estabeleceram um intervalo de
tempo para a recrudescéncia, porém determinaram a visualizagdo de parasitos em aspirados do
baco ou de medula 6ssea como necessaria para classificagao de recidiva com o reaparecimento
de sintomas. Enquanto isso, Cipriano ef al. (2017) atrelaram o diagndstico da recaida clinica a
necessidade de confirmagdo bioldgica da existéncia de parasitos em esfregaco ou exame
cultural de sangue medular ou periférico, com pelo menos trés critérios clinicos entre: febre
intermitente, astenia, perda ponderal, sudorese, hepatomegalia, esplenomegalia, sintomas
respiratdrios e gastrointestinais; além disso, distinguiram o conceito de recaida bioldgica que
corresponde a recirculagdo transitoria de parasitos detectados por técnica de PCR e determinou
um limiar de parasitemia de 10 parasitos/mL para ocorréncia da CR.

A respeito dos trabalhos envolvendo pacientes com manifestagdes tegumentares, as
definicdes para a TF e CR foram ainda mais diversas. Os autores Ledn ef al. (2013) e Chalco-
Aguate et al. (2014) classificaram TF no primeiro més ap6s a ultima dose da droga empregada,
enquanto Christen ef al. (2018) adotaram o critério de persisténcia de lesdes no periodo de 6
semanas apoOs o tratamento. Ja Castro et al. (2017) consideraram a TF como reepitelizagao
incompleta e/ou presenca de induragdo, bordas elevadas ou vermelhidao em qualquer lesdo apos
o dia 90 e enquadrou o surgimento de novas lesdes e a recaida como um tipo de TF. Contudo,
Bourreau et al. (2015), por sua vez, consideraram a relapse baseada no retorno de pacientes ao
consultério médico em até 1 ano apds a realizagdo do diagnostico inicial. Os autores Gitari et
al. (2018) ndo determinam um periodo para enquadramento de CR, porém estabelecem que
pacientes que apresentaram ressurgimento de lesdes inicialmente cicatrizadas apos o término

do tratamento ou tiveram placas com papulas satélites foram classificados como recidivantes.
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Dos 19 artigos, 10 avaliaram pacientes com VL (e destes, 6 com pacientes coinfectados),
8 com CL e 1 com MCL. Apenas 1 dos artigos que envolviam pacientes de VL investigou a
ocorréncia de PKDL. Um dado interessante ¢ que a grande maioria das investigacdes com
individuos de manifestagdes clinicas tegumentares foi em paises da América Latina, tais como
Brasil, Guiana Francesa, Colémbia, Peru e Bolivia; enquanto isso, as populacdes de individuos
com VL foram estudadas, em sua maioria, em paises do sudeste asiatico e da Africa, como
india, Nepal, Suddo e Etiopia. Segundo a WHO (2022), a multipla circulagdo de espécies
diferentes de Leishmania, as variagdes nos ciclos de transmissdo, as manifestagdes clinicas e a
resposta a terapia tornam a epidemiologia da CL nas Américas um fendémeno muito complexo,
enquanto no sudoeste asidtico a VL ¢ a principal forma de manifestacdo da doenga na regido e
surtos de VL sdo comuns na Africa Oriental.

Acerca da predominancia de sexos nas populagdes estudadas, o acometimento
majoritario de individuos do sexo masculino foi observado em 84% dos estudos. Como
discutido anteriormente no topico de “Relatos de Casos”, a prevaléncia de pacientes do sexo
masculino ocorre tanto para VL quanto para CL ao nivel global e este resultado foi concordante
com o observado na Figura 2b acerca dos relatos de caso. Apenas 1 artigo envolveu mais
pacientes femininas que masculinos em sua investigacdo (GITARI et al., 2018). Trés trabalhos
nao especificaram a quantidade de homens e mulheres na amostra. O percentual total de homens
e mulheres em todas as populagdes com discriminag¢do de sexos descrita foi de 65% e 35%
respectivamente. Os autores Lockard, Wilson & Rodriguéz (2019) argumentam que, além de
fatores sociais e epidemiologicos, evidéncias experimentais e em infec¢gdes humanas sugerem
a existéncia de predisposi¢des bioldgicas que justificam a existéncia de diferengas relacionadas
ao sexo dos individuos e suas respectivas respostas imune e manifestacoes sintomaticas em
infec¢des por Leishmania spp. Entretanto, o fato de mais pessoas do sexo masculino
desenvolverem as manifestacdes clinicas das Leishmanioses precisa ser melhor avaliado e
investigado, considerando fatores que podem ou nao ter relagdo com esse fenomeno como
diferenca no metabolismo e/ou hormoénios liberados entre hospedeiros de sexos diferentes,
possiveis diferencas de preferéncia alimentar do vetor hematdfago, entre outros.

A coinfec¢do com virus HIV foi uma varidvel presente em 32% dos trabalhos, todos
eles com pacientes apresentando manifestacao clinica visceral. Este era um dado esperado, visto
que ¢ extensamente relatado na literatura que a infec¢do por HIV aumenta o risco de
desenvolvimento de VL e esta, por sua vez, promove o desenvolvimento de condigdes
definidoras de AIDS (RUIZ-POSTIGO et al.,2021). Em trabalhos com pacientes de CL e MCL,

a variavel da coinfec¢do nao esteve presente. Em 37% dos trabalhos nao foi informado se havia
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coinfec¢do LV/HIV entre os individuos do estudo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude,
pacientes coinfectados LV/HIV com contagem de CD4+ < 200 células/puL normalmente sofrem
com recaidas clinicas progressivamente mais frequentes, até se tornarem irresponsivos a todos
os farmacos usados (WHO, 2010a).

Seis tipos de fatores de risco para TF/CR foram identificados pelos autores. As
caracteristicas imunologicas do hospedeiro foram destacadas entre 36% dos fatores, sendo a
associacao feita com mais frequéncia como fator de risco entre os estudos analisados. Esse dado
foi coerente com o encontrado anteriormente no topico “Relato de Casos”, em que 25% dos
relatos de caso tiveram a TF/CR associada a imunologia dos pacientes (Figura 2g). Um dado
que deve ser ressaltado ¢ que a média de idade das populacdes estudadas foi majoritariamente
adulta, havendo apenas 1 trabalho com expressiva presenca de pacientes da faixa etaria infantil
(CASTRO et al., 2017). Entende-se que em termos numéricos, a populacdo adulta tenha maior
representatividade nos casos gerais de Leishmanioses: em 2020, 58% da populacao afetada por
VL em 10 dos 14 high-burden countries tinha idade maior ou igual a 15 anos, enquanto em
2018, 55% da populagdo afetada por CL se enquadrou nesta mesma faixa etiria (RUIZ-
POSTIGO et al., 2021). No entanto, ressaltamos aqui a necessidade de realizagdo de mais
estudos voltados especificamente para a faixa etaria infantil, dado que as criangas possuem
sistemas imunoldgicos ainda imaturos, o que pode estar associado a desfechos clinicos
caracterizados pela Falha de Tratamento.

Variaveis clinicas dos hospedeiros estavam associadas a TF/CR por 29% dos autores. O
esquema terapéutico foi apontado por 21% dos autores como fator de risco, enquanto a via de
administracao dos farmacos por 7%. Apenas 1 trabalho (4%) destacou a importancia do virus
LRV1 e 1 trabalho evidenciou fatores epidemioldgicos ecologicos como determinantes.

A World Health Organization (2010a) aponta que os fatores de risco para a CR sdo: a
ndo realizagdo do tratamento antirretroviral, a baixa contagem de células CD4+, episddios
prévios de Leishmaniose Visceral e a falha na obtencao de cura clinica ou parasitologica durante
o primeiro episodio e sem profilaxia secundaria. Como a WHO define que a CR ¢ uma forma
de TF, entende-se que esses fatores de risco também sdo para FT. Os dois primeiros fatores de
risco destacados pela WHO estdo diretamente relacionados aos achados nessa pesquisa onde a
maioria (36%) dos autores apontaram caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro como fatores
associados ao desenvolvimento de TF/RC, como: menores aumentos na contagem de células
CD4+, aumentando as chances de CR e em alguns casos a terapia antirretroviral bem-sucedida
em pacientes coinfectados com VL/HIV pode ndo ser suficiente para controlar a doenca

(CASADO et al., 2001); segundo os autores Pasquau et al. (2005), o género feminino foi
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considerado um fator de risco para o desenvolvimento de CR em pacientes acometidos com
VL; Ja para Tuon et al. (2008), uma apresentacdo de niveis teciduais elevados de células
TCD8+ e NK, um baixo nimero de macrofagos e alta propor¢ao de células produtoras de IFN-
v/IL-10 em paciente afligidos pela Leishmaniose Mucosa ¢ destacada como importante para
FT/CR; Contudo, Leon et al. (2013) consideram que o nivel de ativagdo da resposta Th1 maior
em pacientes de CL que tiveram fracasso terapéutico ao antimonial que em pacientes que
responderam exitosamente ao tratamento; Os resultados de Ostyn ef al. (2014) e Goyal ef al.
(2020), concluem que a idade jovem, dada a imaturidade do sistema imunologico, pode
comprometer o desfecho final apés o tratamento; além disso, o sexo masculino foi associado
ao aumento do risco de recidiva da LV apés tratamento com a Miltefosina, assim como
acreditam que uma falha na manutenc¢do da resposta imune dependente de células T estejam
envolvidas nesse processo; Segundo Elmekki ef al. (2016), o aumento significativo de TGFf3
esta associado a TF em pacientes com VL tratados com Estibloguconato de Soédio; Cipriano et
al. (2017) apresentam resultados que confirmam o descrito por Casado et al. (2001), destacando
que a auséncia de tratamento antirretroviral e a contagem de células TCD4+ inferior a 100
células a data da primeira infecgao, bem como a manutengdo de valores de células TCD4+
inferiores a 100 em pessoas acometidas com VL descritas pelos autores como fatores de risco
para recidivas e falhas; Ja os autores Simado, Vitoria & Fortaleza (2020) associam a CR a
coinfecgdo por HIV, a presenca de edema de membros inferiores, a baixa contagem de plaquetas
na admissdo e pneumonia secundéria em pessoas com a manifestagdo visceral da doenca.

Entre os fatores clinicos associados a TF/CR descritos pelos autores (29%), tratamento
prévio para leishmaniose, trés ou mais lesdes, tratamento irregular e peso maior que 68kg foram
associados a TF em pacientes com CL tratados com Antimoniato de Meglumina foram relatados
por Rodrigues et al. (2006); Para Llanos-Cuentas et al. (2008), os fatores de risco para TF sdo,
duracdo da doenga <5 semanas, lesdo adicional, infec¢do por L. (V.) peruviana e por L. (V.)
braziliensis em pacientes com CL tratados com Estibogluconato de Sédio; Para Castro et al.
(2017), a presenca de linfadenopatia regional, duracdo da doenca <1 més, baixa adesdo ao
tratamento (<90%) foram associados a TF; Os autores Simdo, Vitéria & Fortaleza (2020),
observaram em seu estudo que a CR foi associada a coinfec¢ao por HIV, a presenca de edema
de membros inferiores, a baixa contagem de plaquetas na admissdao e pneumonia secundaria;
Os autores Llanos-Cuentas ef al. (2008), ainda associam fatores de risco epidemiologicos para
TF como a permanéncia <72 meses na area de aquisi¢ao da doenga.

Sobre os fatores de esquema terapéutico (21%) e via de administragdo dos farmacos

(7%) associados a TF/CR, os autores Troya et al. (2008), concluem que o uso de Miltefosina
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como monoterapia ndo ¢ suficiente para curar a VL recidivante em pacientes infectados
controlados pelo HIV-1. Para Castro et al. (2017), o tratamento com Antimonio Pentavalente
foi associado a TF. Os autores, Cipriano et al. (2017), mostram casos de pacientes com VL
tratados com Anfotericina B Lipossomal e Miltefosina em cursos de monoterapia que tiveram
varios episodios de TF/CR. Esses dados estdo em concordancia com os autores Goyal et al.
(2020), onde a densidade de incidéncia de recaida foi maior em pacientes com VL tratados com
Anfotericina B e Miltefosina; Ja para Gitari et al. (2018), o tratamento irregular e/ou nao
continuo como preconizado estao relacionados com o desenvolvimento de TF/CR. Assim como
o tratamento com AmBisome também foi associado a um maior risco de desenvolvimento de
CR pelos autores Goyal et al. (2020).

Quando abordados sobre a relacdo entre a via de administracdo de farmacos e o
surgimento de TF/CR, Chalco-Aguate et al. (2014) afirmam que a administragio de um
esquema endovenoso de Estibogluconato de Sédio para pacientes com CL por L. braziliensis e
L. guyanensis pode estar correlacionado a TF, sendo o esquema por via intramuscular apresenta
maior eficacia e diminui¢do de hepatotoxicidade, entretanto, Christen et al. (2018) descrevem
que o uso de pentamidina intramuscular no tratamento da CL por Leishmania guyanensis esta
associado a mais falhas no tratamento do que o Isotionato de Pentamidina intravenoso. Dessa
maneira, cogita-se que o uso da monoterapia nos casos de Leishmanioses podera entrar em um
longo processo de substituicao, dado ao fato da maior frequéncia de TF/CR nesse método e a
possibilidade de utilizagdo de farmacos em concomitincia, entretanto, esquemas com a
utilizagdo de mais de um farmaco precisam ser bem avaliados, considerando os efeitos toxicos
que esses farmacos podem ter sobre o corpo. Assim, ainda nao esté claro o real impacto que a
via de administragdo do farmaco teve no desfecho final do quadro clinico de Leishmaniose.

Curiosamente, encontramos dois trabalhos que apontam que pacientes infectados com a
L. (V.) guyanensis possuem uma menor associagdo a TF com Antimoniais Pentavalentes que
pacientes infectados com outras espécies como L. (V.) peruviana e L. (V.) braziliensis
(AREVALOQO et al., 2007; LLANOS-CUENTAS et al., 2008). Entretanto, os autores Romero et
al. (2001) também estudaram pacientes infectados com essas espécies e os resultados foram
completamente diferentes, mostrando uma alta taxa de TF em pacientes infectados com L. (V.)
guyanensis € tratados com Antimoniato de Meglumina, refor¢ando o argumento da diferenca
na resposta entre espécies a um mesmo farmaco, além das diferencas na resposta de uma mesma
espécie em distintas regides.

A espécie L. (V.) guyanensis também teve destaque em trabalhos que avaliaram a

presenca e a influéncia do LRV no desfecho clinico de pacientes, sendo aqui correlacionados
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todos os trabalhos encontrados nos topicos “Relatos de Caso, “Dados experimentais com foco
no parasito” e “Dados populacionais com foco no hospedeiro” sobre LRV. Onde os resultados
foram conflitantes, mostrando uma relagao dessa espécie com a TF ¢ CR em pacientes
imunocompetentes e tratados com Pentamidina e Glucantime® na Franga pelos autores
Bourreau et al. (2015), enquanto na Guiana Francesa e Franga continental os autores Christen
et al. (2018) encontraram resultados opostos em pacientes sem HIV e tratados com
Pentamidina. J& no Brasil, os autores Vieira-Gongalves et al. (2019) hipotetizam que a presenca
do LRV1 contribuiu para o aumento da viruléncia do parasito em pacientes imunocompetentes,
infectados com a L. (V.) naiffi e tratados com Pentamidina, contudo, no Ird, Abtahi et al. (2020)
relata que a presenga do LRV2 na L. major ndo apresentou diferengas significativas na resposta
a0 Glucantime®.

Muitos estudos presentes na literatura ja constataram anteriormente a influéncia da
infeccdo por LRV na viruléncia de parasitos e o risco de desenvolvimento e agravamento de
lesdes mucosas em pacientes com Leishmaniose Tegumentar, tais como os trabalhos
conduzidos por Ives ef al. (2011) e Cantanhéde et al. (2015). No entanto, entende-se que a
influéncia do Leishmania RNA Virus no desfecho clinico de pacientes ainda nao esta elucidada
e ndo ha consenso sobre seu impacto na ocorréncia de TF e CR. Nao foram encontrados
trabalhos que abordassem a presenca do LRV na LV, o que era um resultado esperado, visto
que a presenca do virus LRV1 ¢ relatada apenas em parasitos sul-americanos, que causam
manifestagdes tegumentares, do subgénero L. (Viannia) (HARTLEY et al., 2012). Contudo,
Scheffter et al. (1995) descreveu a tnica ocorréncia de LRV virus fora do subgénero Viannia,
que ocorreu na cepa L. (Leishmania) major (MHOM/SU/73/5-ASKH), classificada como
LRV2.

Consideracoes Finais

Como muitas das doengas negligenciadas, a maioria dos processos que envolvem a
Leishmaniose ainda ndo sdo os melhores possiveis, como no diagnostico que usa métodos
parasitoldgicos com determinada sensibilidade e a coleta da medula dssea que ¢ extremamente
invasiva, desconfortavel e dolorido para o paciente. Assim com os efeitos colaterais causados
pelos medicamentos, uma possivel falta de protocolo geral para os todos os desfechos clinicos
encontrados na doenca (NR, RC, FT, 6bito e cura), a diminui¢ao na eficacia dos medicamentos
e o limitado espectro de firmacos disponiveis no mercado. Sem considerar a falta métodos mais
efetivos de prevencao e promogado de saude contra a Leishmaniose, o que dificulta ainda mais

o controle da doenca.
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As Leishmanioses continuam a ser um problema de saude publica em muitos paises,
existindo atualmente mais de 1 bilhdo de pessoas que vivem em areas endémicas para estas
doengas. A notificacdo de casos de TF em pacientes com as mais diversas manifestacdes
clinicas configura um fendmeno que se mostra multifatorial, podendo ser atrelado a condi¢des
especificas dos hospedeiros e dos agentes etiologicos. No presente artigo foram investigados
fatores apontados como envolvidos na ocorréncia de Falha de Tratamento e Recidiva Clinica
nos casos de Leishmanioses.

A VL e a CL apresentaram diferencas expressivas em todas as analises estudadas. A
América Latina liderou o percentual de relatos de casos e também foi destacada como principal
fonte de estudos populacionais focados no hospedeiro quando consideramos a CL. Enquanto
isso, paises do leste do Mediterraneo e Sudeste Asiatico lideraram estudos com VL. Além da
distribuig¢do geografica, o conceito de TF e CR, assim como os resultados encontrados em todas
as pesquisas foram bastante distintos para essas duas apresenta¢des da doenga, evidenciando a
necessidade de realizacdo de diferentes abordagens para ambas. Dessa maneira, os aspectos de
entendimento de TF e CR devem ser considerados de maneiras diferentes para essas duas
principais formas clinicas da doencga, destacando todos fatores envolvidos nesses dois casos.

A variavel da coinfec¢do com virus HIV ndo foi expressiva em estudos envolvendo
pacientes com CL. Os fatores de risco associados a TF/CR, por sua vez, foram mais
diversificados para esta manifestacao clinica, tais como a via de administracao dos farmacos, a
presenca de virus LRV, a imunologia dos hospedeiros, a resisténcia de parasitos, a presenca de
certos quadros clinicos e epidemioldgicos ¢ mesmo o emprego de diferentes esquemas
terapéuticos. A TF na VL, por outro lado, foi mais abundantemente relacionada a fatores
clinicos e imunologicos do hospedeiro, com grande enfoque para a coinfecgao VL/HIV e alguns
estudos abordando esquemas terapéuticos como mais ou menos associados a falhas. Essas
observagdes evidenciam a complexidade presente na diversidade de espécies causadoras das
Leishmanioses e seus respectivos vetores em diferentes areas geograficas, ressaltando a
necessidade de observar aspectos especificos para cada uma dessas manifestagdes clinicas em
qualquer investigacao feita.

A CL também teve destaque nos estudos com foco no parasito, dado que a maioria das
pesquisas realizadas foi com espécies causadoras dessa forma da doenga. Os trabalhos
envolvendo pesquisas experimentais com parasitos tiveram grande foco na alteracdo de
sensibilidade dos mesmos diante de farmacos e nos ensaios génicos. Diversos genes foram
observados como associados a resisténcia a diferentes farmacos, sendo que os antimoniais

estavam presentes na maioria das investigagdes. Alguns trabalhos apontam para a possivel
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adaptagdo de parasitos mais virulentos e infectivos com metaciclogénese aumentada como um
problema para o futuro.

A influéncia do virus LRV na TF/CR foi investigada nas trés abordagens (relatos de
caso, experimentos com parasitas ¢ estudos populacionais). Nao foi notada a presenca de
consenso entre os resultados obtidos, ressaltando a necessidade de mais estudos sobre esse virus
e como este pode interferir no processo de infeccdo do Leishmania e desfecho clinico dos
pacientes.

Entre as espécies de Leishmania spp. estudadas, a L. guyanensis esteve presente na
maioria dos trabalhos dentre todas as categorias. A variagdo espécie-especifica foi ressaltada
novamente entre todas as categorias em estudos que avaliaram mais de uma espécie
concomitantemente, demonstrando a concordancia deste resultado mesmo com abordagens tao
diferentes empregadas. Os fArmacos mais investigados foram os antimoniais, e também foram
observados estudos que identificaram TF mesmo em pacientes que recorreram a terapia
combinada, apesar de este fenomeno ocorrer mais frequentemente na monoterapia. Ressaltamos
aqui a grande associagdo observada entre a TF e o uso de farmacos exaustivamente empregados
ha anos nas diversas regides endémicas do mundo. A documenta¢do de casos de cepas
resistentes aos antimoniais especialmente no sudeste asiatico ressalta a importancia da pesquisa
por novos farmacos que possam ter agdo efetiva contra os parasitos do género Leishmania.

A populacdo de sexo masculino foi a mais frequente tanto nos estudos de relatos de caso
quanto nos estudos populacionais com foco no hospedeiro. Diante da grande disparidade
numeérica de pacientes homens em relacdo a mulheres e considerando estudos apresentados na
discussdo do presente artigo, os quais traziam evidéncias sobre possiveis diferencas bioldgicas
entre sexos capazes de influenciar o curso da infecgdo, acreditamos que a prevaléncia no
acometimento de individuos masculinos com as Leishmanioses ndo sdo devidas somente a
fatores comportamentais e sociais, mas que pode ter influéncia de hormoénios sexuais e
diferencas metabolicas entre os sexos. Ressaltamos que novos estudos precisam ser
desenvolvidos para melhor elucidar este fato.

Por fim, os fatores imunoldgicos do hospedeiro foram majoritariamente associados a
TF/CR pelos autores. A falta de imunocompeténcia na mediagdo de respostas pelas células do
hospedeiro foi fortemente associada a TF/CR na Leishmaniose Visceral. Apesar de uma menor
quantidade de associacdes deste fator com a Leishmaniose Cutanea, ele também foi apontado
por alguns autores como responsavel pelo insucesso no tratamento. A idade dos pacientes
também foi ressaltada por muitos autores como um fator de risco, o que se deve muito

provavelmente a seus sistemas imunoldgicos ainda ndo amadurecidos e, portanto, nem sempre
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eficazes na producao de respostas. Em suma, a presencga de um sistema imune propenso a falhar
em preparar ¢ manifestar uma resposta adequada, seja por quaisquer condi¢des que levem ao
imunocomprometimento, foi um elemento preponderante para ocorréncia de TF/CR tanto na
forma cutanea quanto na forma visceral.

Concluimos com esta revisdo que o fendmeno da TF/CR nas Leishmanioses ¢
multifatorial e apresenta peculiaridades intrinsecas a cada tipo de manifestagdo clinica.
Levantamos evidéncias da existéncia de fatores de risco associados tanto ao hospedeiro quanto
ao agente etioldgico da doenca e, em especial no caso da Leishmaniose Cutanea, at¢ mesmo
acerca da via de administracdo da droga utilizada. Ainda ¢ observado, contudo, pouca clareza
acerca da definicdo de conceitos de Falhas de Tratamento ¢ Recidivas Clinicas na literatura
disponivel. Esperamos, com esta revisao, que possamos contribuir para o melhor entendimento

da comunidade cientifica sobre a conceituacao dos referidos termos.
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Figure 1: flowchart of searches performed following the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
method.
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TABELAS:

Table 1. Concepts of Non-Response, Clinical Relapse and Therapeutic Failure according to the World Health Organization manuals

Source document

Clinical Relapse

Treatment failure

Indicators for VL  any reappearance of signs and symptoms within a period non-response or relapse cases or death
monitoring and of six months after the end of treatment
evaluation of the kala-
azar elimination
programme (India,
Nepal and Bangladesh) cL i i
Manual on Case VL a patient who experiences recurrence of VL symptoms -
Management and with parasitological confirmation at any time after initial
Surveillance of the cure
Leishmaniases in the
Who European Region
CL reappearance of lesion(s) after cure with parasitological -
confirmation
Manual de VL recrudescence of symptoms, within 12 months after no clinical remission of the patient, after
procedimientos para clinical cure having received two regimens of the same
vigilancia y control de medication, performed on a regular basis
las leishmaniasis en las
Américas
CL  the reactivation of a healer regardless of observation time when there is no clinical cure after the

complete treatment evaluated in 3 months

VL




Manual for case CL  reappearance of a nodule, plaque or ulceration after cure.
management of Parasitological confirmation only in complex cases
cutaneous
leishmaniasis in the
WHO Eastern

Mediterranean Region

increase of a nodule, plaque or ulceration
within 14 days of treatment, or lack of
complete re-epithelialization within 45
days of treatment starting

Manual for the VL  a patient with clinically and parasitologically confirmed a positive parasitological test and
Diagnosis and VL after successful treatment of VL. A person who has persisting clinical signs/symptoms. There
Treatment of VL more than once is considered to have a relapse rather are two types: slow-responders and non-
Leishmaniasis than reinfection responders
(Republic of the
Sudan)
CL - -

VL: Visceral Leishmaniasis; CL: Cutaneus Leishmaniasis
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Table 2. Data collected from articles categorized as "Experimental with a focus on the parasite"
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Year/
Author

Arevalo et al.
(2007)

Abdo et al.
(2003)

Abtabhi et al.
(2020)

Machuca et al.
(2006)

Espada et al.
(2021)

Monte-Neto et
al. (2011)

Ponte-Sucre et
al. (1997)

Garcia et al.
(2000)

Turner et al.
(2015)

Article
origin

Peru

Sudan

Iran

Venezuela

Brazil

Brazil

Venezuela

Venezuela

United
States

Leishmania specie

L. peruviana, L.
guyanensis, L.
braziliensis, L. lainsoni
e L. mexicana

L. donovani

L. major

L. amazonensis

L. braziliensis e L.
major

L. amazonensis
L. mexicana, L.
amazonensis, L. major,

L. brasiliensis e L.
guyanensis

L. mexicana

L. major

Clinical
form

CL

VL

CL

CL

CL

CL

LCD

LCD

CL

Drugs

SbY

SbY

SbY

GLIB

MIL

Sblll

GLIB

GLIB

MIL

Reference
strains
and/or
clinical
isolates

RS/CI

RS/CI

CI

RS/CI

RS/CI

RS/CI

RS/CI

RS/CI

RS/CI

Pro

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Ama

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Experimental model used

Molecular parasite identification/
characterization
Molecular parasite identification/
characterization
In vitro/in vivo sensitivity testing and
Molecular parasite identification/
characterization
Molecular parasite identification/
characterization

Functional assay

In vitro/in vivo sensitivity assays,
parasite gene assays and functional
assays

In vitro/in vivo Sensitivity Assay and
Gene Assays on the parasite

Gene assays in the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

Parasite Gene Assays and Functional
Assays

In vitro/in vivo sensitivity testing,
gene assays on the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

Possible mechanisms for parasites
sensitivity alterations

Natural interspecific variation

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Factors associated with altered DNA
or gene expression level
Factors associated with altered DNA
or gene expression level, altered
biochemical pathways, and Presence
of virus infection

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Factors associated with alterations
in DNA or gene expression level,
Factors associated with virulence,
and Alterations in biochemical
pathways
Factors associated with changes in
DNA or gene expression level and
Changes in the rate of
metacyclogenesis




60

Vanaerschot
etal. (2011)

Ouakad et al.
(2011)

Deep et al.
(2017)

Obonaga et al.
(2014)

Hadighi et al.
(20006)

Purkait et al.
(2012)

Singh, Singh e
Sundar (2003)

Lira et al.
(1999)

Jeddi et al.
(2014)

Carnielli et al.
(2018)

Nepal' and L. donovani
Belgium
Nepal,
India and L. donovani
Belgium
India L. donovani
Colombia L. brazzlzenszs' el.
panamensis
Iran L. tropica e L. major
India L. donovani
Lo L. donovani e L.
India .
amazonensis
India L. donovani
Algeri
.ge.:rla, L. infantum, L. major e
Tunisia and : .
L. killicki
France
Brazil L. infantum

VL

VL

VL and
PKDL

CL

CL

VL

VL

VL

CL and
VL

VL

SbY

SbY

MIL

MIL

SbY

AmB

SbY

SbY

SbY

MIL

RS/CI

CI

RS/CI

RS/CI

CI

CI

CI

CI

CI

RS/CI

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

In vitro/in vivo sensitivity testing and
Molecular parasite identification/
characterization
Gene assays in the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo sensitivity testing,
parasite gene assays, functional assays
and Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo sensitivity testing,
gene assays on the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo sensitivity testing,
gene assays on the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo sensitivity testing,
parasite gene assays, functional assays
and Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo Sensitivity Assay and
Gene Assays on the parasite

In vitro/in vivo sensitivity testing and
Molecular parasite identification/
characterization

In vitro/in vivo sensitivity testing,
gene assays on the parasite and
Molecular parasite identification/
characterization

Gene assays in the parasite

Altered immune response mediation
and virulence-associated factors

Changes in the rate of
metacyclogenesis

Factors associated with virulence,
alterations in biochemical pathways
and alterations in the rate of
metacyclogenesis

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Changes in biochemical pathways

Factors associated with altered DNA
or gene expression level and altered
biochemical pathways

Factors associated with altered DNA
or gene expression level and altered
biochemical pathways

Specific stage response variation

Factors associated with altered DNA
or gene expression level

Factors associated with altered DNA
or gene expression level
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PRO: Promastigotas; AMA: Amastigotas; CL: Cutaneous Leishmaniasis; VL: Visceral Leishmaniasis; LCD: Tegumentary diffuse leishmaniasis;
PKDL: Post-Kalazar Dermal Leishmaniasis; Sb": Pentavalent Antimony; Sb"": Trivalent Antimony; GLI: Glibenclamide; MIL: Miltefosine;
AMB: Amphotericin B; RS: Reference Strain; CI: Clinical Isolate.



Table 3. Data collected from articles categorized as "Host-focused population studies"
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Year/ Article Leishmania Clinica Drugs Number  Age group Sex Treatment Clinical HIV Study Risk factors
Author Origin species 1 form Failure Relapse coinfection  methodology associated with
patients TF/CR
Rodrigues ez Brazil Not specified CL GLU 151 01-69 M: 131 Yes (47%) No N.L Retrospective Clinical
al. (2006) F: 20 cohort study
Castro etal.  Colombia L. panamensis, CL GLU and MIL 230 02-60 M: 135 Yes No N.L Retrospective Clinicians and
(2017) L. braziliensis F: 95 (15,65%) cohort study therapeutic regimen
and L.
guyanensis
Llanos- Peru L. peruviana, CL SS 119 07-33 M:73 Yes (24,4%) No N.L Case control Clinical and
Cuentas et L. braziliensis F: 46 Epidemiological
al. (2008) and L.
guyanensis
Leon et al. Bolivia N.L CL Antimonial 30 N.IL N.IL Yes No N.L Immunological Immunological
(2013) (33,33%) investigation
Tuon et al. Brazil N.L MCL GLU and 16 21-80 M: 11 No Yes (50%) No Prospective cohort ~ Immunological
(2008) PENT F:5 study/immunologic
al investigation
Chalco- Peru L. braziliensis CL SS 64 mean=20.5 M: 64 Yes (51,6%) No No Retrospective Route of drug
Aguate et al. and L. F: 0 cohort study administration
(2014) guyanensis
Cipriano et Portugal N.L VL L-AmB and 23 27-48 M: 21 No Yes VL/HIV Retrospective Immunologicals and
al. (2017) PENT F:2 (26,1%) cohort study/ therapeutic regimens
immunological
investigation
Simido, Brazil N.L VL AmB, L-AmB 571 0-60+ M: 362 No Yes VL/HIV Retrospective Clinical and
Vitoéria and and F: 209 (6,8%) cohort immunological
Fortaleza Antimonials study/immunologic

(2020)

al investigation
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Ostyn et al. India and N.L VL MIL 853 02-25+ M: 525 No Yes No Prospective cohort  Clinical and
(2014) Nepal F: 328 (6,2%) study immunological
Elmekki et Sudan N.L VL SS 25 N.L N.L Yes (20%) No No cross section / Immunological
al. (2016) immunological
investigation
Rijal ez al. Nepal N.L VL MIL 120 N.L M: 74 No Yes No Prospective cohort  Clinical
(2013) F: 46 (20,0%) study
Mohammed Ethiopia N.L VL L-AmB, SS, 12 05-41 M: 12 No Yes VL/HIV Case series Immunological
et al. (2020) L-AmB + F:0 (100%)
MIL,
SS+PAR,
PENT
Goyal et al. India N.L PKDL L-AmB, MIL 1761 02-80 M: 1.067 No Yes N.L Clinical trial Clinical,
(2020) and VL  +PAR and L- F: 694 (4,5%) immunological and
AmB + MIL therapeutic regimens
Troya et al. Spain N.L VL GLU, AmB, 4 32-45 M:3 No Yes (75%) VL/HIV Retrospective Therapeutic regimens
(2008) L-AmB and F:1 cohort study
MIL
Pasquau et Spain N.L VL GLU, AmB, 155 30-37 M: 129 No Yes (24%) VL/HIV Retrospective Clinical,
al. (2005) PENT, L-AmB F: 26 cohort study / immunological and
immunological therapeutic regimens
investigation
Casado etal.  Spain N.L VL GLU and 10 31-38 M: 6 No Yes (70%) VL/HIV Prospective cohort ~ Immunological
(2001) AmB F: 4 study /
immunological
investigation
Bourreau et French L. guyanensis CL PENT and 75 Not M: 66 Yes (5%) Yes No Prospective cohort Presence of LRV
al. (2015) Guiana GLU specified F:9 (17,33%) study / virus
immunological

investigation
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Gitari et al. Kenya L. tropica CL SS 52 05-52 M: 21 Yes Yes N.L Epidemiological Therapeutic regimens
(2018) F: 31 (44,2%)
Christen et French L. guyanensis CL PENT 73 21-44 M: 72 Yes (32,8%) No N.L Case series Route of drug
al. (2018) Guiana and F: 1 administration
mainland
France

Drugs and therapies separated by “and” indicate different monotherapy regimens, while drugs joined by “+” indicate combination therapy. M: Male; F:
Female; CL: Cutaneous Leishmaniasis; VL: Visceral Leishmaniasis; MCL: Mucocutaneous Leishmaniasis; PKDL: Post-Kala-azar Dermal Leishmaniasis;
GLU: Meglumine Antimoniate (Glucantime®); SS: Sodium Stiboglucanate (Pentostan®); PENT: Pentamidine; PAR: Paromomycin; AmB: Amphotericin B;
L-AmB: Liposomal Amphotericin B; MIL: Miltefosine; N.I.: Not Informed.
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Resumo:

No Brasil, o tratamento de Leishmaniose Visceral conta com apenas duas linhas principais de
terapia, o antimonial Glucantime® e o antifingico poliénico Anfotericina B, ndo sendo
incomuns os casos de Falhas de Tratamento e Recidivas Clinicas. Nesse sentido, objetivou-se
correlacionar dados clinicos e laboratoriais de pacientes com Leishmaniose Visceral e a
sensibilidade in vitro dos isolados clinicos do Leishmania (Leishmania) infantum. Trata-se de
uma pesquisa experimental, cuja atividade dos farmacos em isolados clinicos de L. (L.)
infantum foi avaliada utilizando ensaio de viabilidade celular, sendo os valores de 1C50
determinados e correlacionados com os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes obtidos pela
analise de prontuérios e acompanhamento médico. Os resultados preliminares mostram que dos
13 participantes da pesquisa, a Falha de Tratamento ocorreu em 38,5% dos pacientes e a
Recidiva Clinica em 23,1% desses. Dos 13 isolados clinicos coletados, 3 foram resistentes na
forma promastigota ao Antimonio Trivalente com variacdo de sensibilidade entre 31.7+17.5 ¢
155.2 = 3.6 uM, assim como 1 isolado promastigota foi resistente a Anfotericina B e nesse
farmaco, os isolados clinicos tiveram uma varia¢ao de sensibilidade entre 48.1 £ 9.9 ¢ 622.4 +
16.8 nM. Foi encontrada uma correlagdo entre a sensibilidade ao Antimdnio Trivalente e a
Anfotericina B (R = 0,598; P = 0,031), entretanto, ndo houve uma correlacdo entre a
sensibilidade do parasito e os casos de Falha de Tratamento, Recidiva Clinica ou qualquer outra
variavel clinica e laboratorial dos pacientes com LV. Em conclusdo, a sensibilidade do
Leishmania (L.) infantum ao Antimonio Trivalente e Anfotericina B ndo foi causa direta para
ocorréncia da Falhas de Tratamento ou Recidivas Clinicas, bem como ndo apresentam uma
correlagdo positiva com outras variaveis clinicas de agravamento dos pacientes com
Leishmaniose Visceral.

Palavras-chave: Calazar. Falha de Tratamento. Recidiva
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1. Introducao

A Leishmaniose ¢ uma doenga causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos aos humanos pela picada das fémeas do inseto flebotomineo infectado pelo
parasita. Dentre as trés principais formas clinicas da doenga, a Leishmaniose Visceral (LV)
representa a forma clinica mais grave, e possui uma incidéncia anual estimada em cerca de
30.000 novos casos em todo o mundo. Pode chegar a uma mortalidade de até 100% em dois
anos quando a doenga nao ¢ tratada. Esta doencga apresenta como principais sinais € sintomas,
a febre irregular, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia grave, perda substancial de peso,
palidez, astenia, manifestacdes hemorragicas ¢ edemas. Além disso, ¢ possivel observar
alteragdes em seus exames laboratoriais, como: leucopenia, plaquetopenia, neutropenia, entre
outros (PASTORINO, et al., 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020).

A quimioterapia ¢ a principal ferramenta utilizada para o controle e tratamento da
Leishmaniose. No Brasil, os firmacos mais utilizados sdo o Antimoniato de Meglumina ¢ a
Anfotericina B na sua formulagdo Desoxicolato e Lipossomal. Apesar da comprovada eficacia
desses farmacos no combate a essas doencas, algumas questdes ainda precisam ser
consideradas, como a toxicidade, cinética e via de administragdo que pode provocar grandes
limitagdes a seu desempenho (ULIANA, TRINCONI & COELHO 2018). A compreensao
destes mecanismos pode auxiliar na escolha da melhor op¢do terap€utica para potencializar o
desfecho clinico benéfico para paciente.

O sucesso do tratamento e o desfecho clinico de cura acabam sendo interpelados por fatores
complexos, visto que envolvem aspectos relacionados ao hospedeiro, como imunidade e perfil
genético, assim como coinfec¢do com virus e bactérias; aspectos relacionados a farmacocinética
e farmacodindmica dos farmacos e a presenca de cepas resistentes do parasita aos farmacos
(PONTE-SUCRE, 2017). Nesse sentido, a sensibilidade fenotipica da L. (L.) infantum possui
grande importancia no planejamento terapéutico, podendo revelar dados sobre a resisténcia do
parasito a farmacos. Da mesma forma, a viruléncia do parasita ¢ relevante para a analise de
fatores parasitarios, considerando que podem afetar o desenvolvimento da doenca, dada a
biodiversidade do parasita e sua capacidade de adaptagdo (GARIN et al., 2001).

Evidéncias também tém mostrado a ocorréncia de alteracdes na sensibilidade do parasito
em outras espécies, como no caso do Leishmania braziliensis, no qual a resisténcia ao antiménio
em isolados clinicos pode estar associada a reducdo da absor¢ao do farmaco (RUGANI et al.,
2019) ou do Leishmania guyanensis, no qual a redu¢do da suscetibilidade pode estar
relacionado ao mecanismo molecular da mutagao de resisténcia (G133D) a droga que altera a

conformagdo do poro e causa uma mudanca na difusdo da droga no organismo (TUNES et al.,
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2021). Achados de um estudo colombiano tém sugerido que Leishmania amazonensis na
presenca do Antimonio Trivalente (Sb™!), superregula os genes que codificam proteinas de
autofagia como uma estratégia de sobrevivéncia para escapar da acao do farmaco (PATINO,
MUSKUS & RAMIREZ, 2019).

A literatura registra a utilizacdo dos antimoniais e de Anfotericina B em varios paises no
tratamento de Leishmaniose, entretanto, também tem sido registrado um aumento nos casos
refratarios, especialmente ao tratamento com antimoniais em paises como a India e Sudio
(SUNDAR et al., 2000; PALACIOS et al., 2001; BERMUDEZ et al., 2006; GOTO e
LINDOSO, 2010). No Brasil, também ja foram registrados casos de resisténcia no Rio de
Janeiro, Bahia e Amazonas (OLIVEIRA-NETO et al., 1997, ROMERO et al., 2001;
TEIXEIRA et al., 2008). Uma majoritaria porcentagem de patdégenos que entram em contato
com firmacos morrem, entretanto, alguns parasitas sao selecionados diante da pressdo exercida
pelos farmacos, e conseguem sobreviver e expressar mutagdes que favorecem sua
sobrevivéncia (PADRON- NIEVES & PONTE-SUCRE, 2020). Outro ponto a ser investigado
¢ se a presenca de parasitos tolerantes pode relacionar-se ao agravamento nas manifestagcdes de
sinais e sintomas clinicos nos pacientes com LV, dessa maneira, a sensibilidade de L. (L.)
infantum poderia predizer a ocorréncia de manifestagdes clinicas de maior gravidade.

Para o0 nosso melhor conhecimento, esse estudo € pioneiro em uma area de alta endemia
com o objetivo de avaliar a sensibilidade in vitro frente a Antimonio e Anfotericina B em formas
promastigotas de L. (L.) infantum obtidas de pacientes com Leishmaniose Visceral para
correlacionar com suas manifestagdes clinicas e laboratoriais. Este estudo investigou a hipotese
da possivel relacao entre o aumento da tolerancia do parasito aos fairmacos utilizados na LV e
os desfechos clinicos observados nos pacientes, especialmente aqueles relacionados a Falhas

de Tratamento e/ou Recidiva Clinica.

2. Metodologia
2.1 Desenho do estudo e amostras biologicas

Um estudo experimental foi conduzido como amostras biologicas de aspirado de medula
Ossea de paciente em tratamento para LV em um hospital publico de referéncia para tratamento
de doencas infecto-parasitarias, na cidade de Sao Luis, Maranhao, Brasil. As amostras avaliadas
foram armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA). Este estudo foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da UFMA (parecer n°: 3.921.086). Todos os pacientes participantes

foram informados sobre os procedimentos envolvidos na coleta, armazenamento das amostras
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e objetivos da pesquisa, e apds o completo entendimento dos mesmos, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Vale ressaltar que o aspirado de medula éssea faz
parte do protocolo padrao do atendimento médico para confirmagao do diagnostico de LV e
acompanhamento dos pacientes, especialmente aqueles com recidivas. Nesse sentido, nenhum
individuo foi submetido a esse procedimento sem que tenha ocorrido uma solicitagdo médica
prévia.

Os isolados clinicos de L. (L.) infantum foram obtidos de pacientes advindos de diversas
regides do Maranhdo, com suspeita ou confirmagcdo do quadro clinico de Leishmaniose
Visceral, independentemente do sexo, faixa etdria, condi¢des socioecondmicas, coinfecgoes
com outros patdogenos, ocorréncia ou nao de tratamento prévio para a doenca, Falha de
Tratamento, assim como Recidivas Clinicas. Portanto, esse estudo apresenta uma amostra de

conveniéncia.

2.2 Classificacao dos pacientes

A coleta da medula 6ssea € realizada quando o paciente apresentar um ou mais dos sinais
clinicos descritos a seguir: a) febre persistente durante 7 dias sem outro diagnostico clinico
evidente; b) febre de qualquer duracdo associado a esplenomegalia ou hepatoesplenomegalia;
c) presenga de uma ou mais citopenia (anemia, leucopenia e/ou plaquetopenia) em um
hemograma previamente solicitado. Os pacientes com confirmagao clinica para a doenca sdo
aqueles que apresentarem nos testes: I) presenca de formas amastigotas do parasita no exame
parasitoldgico direto em medula dssea; II) reagao positiva no teste imunocromatografico (teste
rapido IT-LEISH®); 1) titulagdo 1:80 no teste de reagdo de imunofluorescéncia reativa (RIFI);
ainda, sdo inclusos pacientes que apresentarem recidiva clinica entendidos como quando sinais
e sintomas clinicos ressurgem em até 12 meses desde a cura clinica, e/ou Falha de Tratamento,
conceituada quando ndo ¢ possivel alcangar a cura clinica mesmo apos a segunda dose regular
da terapia farmacologica (BRASIL, 2014).

E importante considerar que nesse trabalho os pacientes que tiveram aspirados de
medula 6ssea coletados foram organizados em trés subtipos:

01. Casos novos, onde o aspirado de medula 6ssea foi coletado pelos profissionais do
hospital com o objetivo de diagnosticar a L'V, assim como iniciar o tratamento do paciente.
Dessa forma, esses pacientes tiveram confirmacdo de LV e os isolados clinicos obtidos dos
mesmos nunca foram submetidos a tratamentos prévios;

02. Casos de Recidiva Clinica, onde o paciente ja teve o desenvolvimento inicial de

LV, foi tratado e recebeu alta hospitalar por cura clinica, mas no periodo de até 12 meses houve
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o recrudescimento de sinais e sintomas clinicos da doenca, sendo necessaria a realizagao de um
novo aspirado de medula 6ssea para confirmacdo da presenga do parasito. Nesses casos 0s
parasitos obtidos ja foram previamente expostos a farmacos.

03. Casos de Falha de Tratamento, onde o paciente ja foi diagnosticado e tratado para
LV, contudo a terapia empregada ndo foi eficaz na eliminagdo do parasito e ainda ¢ possivel
observar as formas amastigotas na medula éssea do paciente, bem como a permanéncia de sinais
clinicos. Para esses casos, os isolados clinicos obtidos sdo de pacientes que também ja foram
tratados previamente, considerando que a coleta do aspirado de medula 6ssea ¢ solicitado pela

equipe médica para confirmar a permanéncia do parasito diante do insucesso do tratamento.

2.3 Isolamento do parasito a partir do aspirado de medula d6ssea

A coleta do aspirado de medula 6ssea segue todas as recomendacdes do Manual do
Ministério da Satde (2006). O material coletado é macerado (quando necessario) e realizada a
dilui¢do seriada em uma placa de 24 pogos contendo meio de cultura Schneider (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativo (Gibco®). Apds 10 dias,
as formas amastigotas intracelulares se transformardo em promastigotas e 1x10° parasitas/mL
sdo transferidas para um frasco de cultura de 25 cm® com o mesmo meio de cultura Schneider
suplementado com 20% de Soro Fetal bovino inativo (Gibco®), 10 U/mL de penicilina
(Gibco®) e 10 pg/mL de estreptomicina (Gibco®). A cultura ¢ mantida em estufa B.O.D a
26°C e observada diariamente até atingir a fase exponencial de crescimento para entdo serem
aliquotadas e congelados em freezer -80°C para posterior utilizagdo. Foi utilizada como
referéncia a cepa padrao MHOM/BR/74/PP75 e os isolados clinicos coletados foram
codificados utilizando o seguinte sistema de identificacgdo MHOM/BR/2019/XXXX-MA (XXX
representando o coédigo que a amostra de cada paciente recebe ao ser processada em

laboratorio).

2.4 Informacgoes clinico-epidemiolégicas dos pacientes

Através do prontuario dos pacientes foram coletadas informagdes sobre as variaveis
clinicas: idade, género, localizagdo geografica, coinfec¢do bacteriana ou com HIV, tratamento,
desfecho clinico (cura ou morte), Falhas de Tratamento ou Recidivas Clinicas, historico de
tratamento, febre, esplenomegalia, hepatomegalia, desnutricdo grave, diarreia, palidez,
arritmia, presenca de sitios hemorragicos, edema, ictericia, vomitos, dispneia e outros

sinais/informagdes clinicas, além da contagem de leucocitos, plaquetas, creatina, hemacias,
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hematdcritos, hemoglobinas, gama GT, neutrofilos, AST/TGO, ALT/TGP, bilirrubina total,
bilirrubina direta, albumina ¢ ureia.

Os dados também sao correlacionados com o modelo que prediz as chances de morte do
paciente baseado em dados clinicos e laboratoriais, denominado Kala-cal

(https://www.sbmt.org.br/kalacal/).

2.5 Ensaios laboratoriais
2.5.1 Farmacos

Os farmacos utilizados na pesquisa foram: Antimonio Trivalente — tartarato de
antimdnio e potassio tri-hidratado - Sb™ (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) para as formas

promastigotas, gentilmente cedida pelo hospital, além de Anfotericina B (Sigma®).

2.5.2 Identificacdo do parasito

A extragdo de DNA do parasito foi realizada pelo método Fenol-Cloroférmio
(SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989). Logo apos, foi realizada a determinagdo da
concentragdo e qualidade do DNA através de um Espectrofotometro NanoDrop® 2000 Thermo
Scientific. Apos isso, foi realizada a amplificagdo do DNA através da técnica de Reacdo em
Cadeia de Polimerase -~ PCR utilizando os iniciadores LITSR  (5'-
CTGGATCATTTTCCGATG-3") e L5-8S (5-TGATACCACTTATCGCACTT-3") que sdo
especificos para tripanosomatideos, tem como alvo o rRNA Internal Transcriber Spacer 1
(ITS1) e amplifica um fragmento de aproximadamente 300-350 pares de bases (SCHONIAN
et al., 2003). Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% (UltraPureTM Agarose, InvitrogenTM).

Em seguida, foi realizado o Polimorfismo de Comprimento do Fragmento de Restri¢do
(RFLP) com os produtos amplificados de PCR-ITS1, os quais sofreram digestdo enzimatica
através da enzima de restricdo Haelll (PromegaTM, MA, EUA) durante 2 horas em banho maria
a 37°C. Apos esse processo os produtos de PCR-RFLP foram submetidos a Eletroforese em gel
de agarose a 4% (UltraPureTM Agarose, InvitrogenTM), onde os fragmentos obtidos foram
analisados e comparados com controles positivos de L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75),
L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8) e L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903).

2.5.3 Atividade de droga contra formas promastigotas de L. (L.) infantum
A atividade do farmaco contra formas promastigotas de L. (L.) infantum ¢ avaliada

utilizando o teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina). O
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protocolo utilizado foi previamente descrito por Zauli-Nascimento ef al. (2010). Os parasitos
sdo plaqueados a uma densidade de 2x10° promastigotas/pogo e incubados em uma série
crescente do farmaco — 48h para o Antimdnio Trivalente e 24h para Anfotericina B — a 26°C.
Apos esse periodo ¢ adicionado 30 uL. de MTT (5 mg/mL) (Sigma, St. Louis, 145 MO, EUA),
e apos 3 horas, a reagdo ¢ interrompida utilizando 50 pLL de SDS (docedil sulfato 146 de sédio)
20%. A leitura da densidade optica (D.O) ¢ feita por espectrometria no leitor de microplacas,
medindo-se a absorbancia em 595 nm, utilizando como referéncia o comprimento 690 nm. Os
ensaios sao realizados em triplicada e repetidos independentemente duas vezes. Os valores de
EC50 (Concentracdo Efetiva da droga que inibe a viabilidade celular em 50%) sao

determinados por curvas de regressdo sigmoide utilizando o programa GraphPad Prism® 7.0.

2.5.4 Critérios para definicio de isolado susceptivel ou resistente

Nao foram encontrados na literatura pardmetros de classificagdo para definir qual o cut
off deve-se considerar o parasito resistente aos farmacos, ou seja, quantas vezes maior deve ser
a EC50 do isolado clinico em relagao a cepa de referéncia. Para facilitar analise utilizou-se
indice de resisténcia (Al), que representa a razao do valor da EC50 do isolado clinico pelo valor
da EC50 da cepa de referéncia. Dessa forma, para fins desse trabalho, os isolados clinicos foram
divididos em duas categorias: Susceptiveis, que englobam todos os isolados que com Al < 1x

ou ainda aqueles com Al < 2x; Resistentes, que incluem aqueles isolados clinicos com Al > 2x.

2.6 Analise estatistica

O percentual de infecgdo, o indice de infeccdo e o EC50 (Concentragdao Efetiva do
farmaco que inibe 50% da populacdo de Leishmania) foram determinados utilizando o
programa GraphPad Prism® v.5.0.

A andlise dos dados foi realizada utilizando os softwares SPSS® versdao 28.0 (IBM,
Chicago, IL, USA) e GraphPad Prism® versao 9.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
A estatistica descritiva foi processada utilizando medidas de frequéncia absoluta, frequéncia
relativa (%), média, mediana e desvio-padrao (xdp).

Para analise dos dados laboratoriais coletados, foi utilizado como parametros para
avaliacdo dos resultados o livro Wallach: interpretacdo de exames laboratoriais dos autores
Williamson e Snyder (2016) e a Calculadora de Severidade do Calazar (KALA-CAL),
disponivel em: http://sbmt.org.br/kalacal/, seguindo os valores de referéncia apresentados.

Foi utilizada uma abordagem exploratdria para testar a relacdo entre as varidveis clinicas

e laboratoriais com o valor do teste de sensibilidade Sb™ e AmB. O teste Mann-Whitney foi
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utilizado para comparar o escore Kala-cal clinico entre os pacientes com isolados clinicos
susceptiveis e resistentes ao Sb''. A analise correlagdo de Pearson foi utilizado para estimar a
correlacdo linear entre os valores Al de Sb"' a AmB com os fatores idade, escore Kala-cal
clinico e marcadores séricos. Além disso, o coeficiente de regressao ajustado para idade foi
estimado para avaliar o efeito sobre o AI Sb'" e AmB. O nivel de significancia adotado foi de

5%.

3. Resultados
3.1 Perfil clinico-epidemiologico dos pacientes com Leishmaniose Visceral de origem dos
isolados clinicos

Dados de um total de 13 pacientes diagnosticados com LV foram incluidos no presente
estudo. Observou-se que na amostra avaliada, o sexo masculino foi predominante (84%), a
maioria (69,2%) era residente em municipios no interior do estado do Maranhdo, com uma
média de idade de 32,2 £10,4 anos. Além disso, 53,8% dos pacientes tinham sorologia negativa
para HIV, mas vale ressaltar que foi utilizada uma amostra de conveniéncia, dessa forma,
preferencialmente eram coletadas amostras de pacientes sem a referida coinfecgdo (Tabela 1).
Quanto ao tratamento realizado nos pacientes deste estudo, 61,5% ainda ndo tinha iniciado o
tratamento para a doenga, e dentre esses 53,8% conduziram o tratamento subsequente com
Anfotericina B Lipossomal - LAmB e 23% com Antimoniato de Meglumina - AM. Dos 13
pacientes acompanhados, a Falha de Tratamento - FT ocorreu em 38,5% dos casos e a Recidiva
Clinica - RC em 23,1%, com uma taxa de cura de apenas 69,2% dos casos ap6s o final do
tratamento completo da doenga. (Tabela 1). Vale ressaltar que pela caracteristica do estudo,
foram priorizados a coleta de amostra de pacientes com FT e RC, o que justifica o alto
percentual desses episddios nessa amostra e que foi adotado o conceito de Falha de Tratamento
e Recidiva Clinica apresentado pelo Ministério da Satde do Brasil.

Quanto aos sinais e sintomas clinicos, a anemia ocorreu em todos os pacientes,
hepatoesplenomegalia foi encontrado em 92,3% das pessoas, febre e palidez foram relatados
por 84,6% dos doentes e diarreia com 38,4% de casos. Ainda foram registrados sintomas como:
vomito e dispneia (15,3%), infeccdo bacteriana e/ou edema (7,6%) (Tabela 2).

Quanto aos achados laboratoriais, todos os pacientes apresentavam nivel de
hemoglobinas <14 g/df, o que corrobora com a informagdo em que todos os pacientes
apresentaram anemia € a maioria deles também estavam com palidez. A leucopenia esteve
presente em 84,6% dos casos com pacientes apresentando uma taxa de leucécitos <4.000 mm?,

dentre esses, 36,3% eram casos de leucopenia grave <1.500 mm?>. J4 a plaquetopenia e a
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neutropenia também foram encontradas em 61,5% dos pacientes. Os exames apontaram ainda
que 76,9% dos participantes apresentaram hipoalbuminemia com o nivel de albumina <3.5
g/dl, ja aproximadamente 61,5% dos pacientes tiveram a taxa de creatinina em alta, com indices
maiores que >0.7 mg/d{ e cerca de 53,8% apresentaram alteracdes nos niveis de ureia com mais
de 23 mg/dl. Os exames de albumina, ureia e creatinina chamam a atenc¢do para um possivel
comprometimento dos rins no desenvolvimento da LV, algo que até o momento ndo esta claro
0 motivo, visto que isso poderia ser causada pela infecgdo do parasito e/ou pela acdo dos
farmacos utilizados no tratamento da LV. Também foi encontrado através dos exames o
comprometimento hepatico mostrado com os niveis de Bilirrubina Total maiores que 1,2 mg/dt
em 38,4% dos casos e de Bilirrubina Direta com 53,8% dos casos mostrando valores >0.4 mg/d{

(Tabela 3).

3.2 Sensibilidade in vitro dos isolados clinicos de Leishmania (L.) infantum
3.2.1 Identificacdo e Caracterizacio dos Isolados Clinicos

Ao realizar a coleta da medula 6ssea e isolamento do parasito de Leishmania spp. em
laboratério, os mesmos foram cultivados e foi realizada a identificacdo e caracterizacdo do
parasito através da técnica de PCR/RFLP, em que foi possivel identificar e comprovar que todos
os parasitos encontrados sdo da espécie Leishmania (Leishmania) infantum, como € possivel

ver atraveés da eletroforese em gel de agarose 4% (Figura 1).

3.2.2 Sensibilidade dos isolados clinicos (promastigotas)

Foi possivel encontrar 3/13 isolados clinicos resistentes na forma promastigota ao
antimonio trivalente (23%), sendo eles MHOM/BR/2018/PV008-MA que teve um EC50 de
133.8£14.1, MHOM/BR/2019/PV020-MA, cujo EC50 foi de 1552+3.6 e
MHOM/BR/2019/PV021-MA que teve como EC50 142.4+6.0. Ja para Anfotericina B, apesar
da grande maioria dos isolados apresentarem alteracdo na sensibilidade, apenas 1/13 isolado
clinico atendeu ao critério adotado e teve EC50 maior que duas vezes o valor da cepa de
referéncia (7,7%) que foi o MHOM/BR/2018/PV008-MA que apresentou um EC50 de 3,5

vezes superior a cepa padrao, com 622.4+16.8.

3.3 Correlacao dos dados clinicos e sensibilidade in vitro dos isolados clinicos
3.1 Promastigotas
A analise de correlagao foi realizada utilizando os valores de sensibilidade in vitro de

formas promastigotas frente ao Antimdnio Trivalente ou Anfotericina B e o modelo de
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severidade Kala-cal clinico (Tabela 5). Uma correlagdo moderada direta foi detectada entre Al-
Sb'' e AI-AmB (R = 0,598; P = 0,031). Entretanto, Kala-cal clinico niio apresentou correlagio
estatisticamente significante com os valores da sensibilidade para nenhum dos dois farmacos
avaliados. A Figura 2 expressa o mapa de calor desta analise de correlagdo, reforgcando os
resultados apresentados na Tabela 2, onde somente a correlagio entre a sensibilidade para Sb™
e AmB tem correlacdo moderada (0,598).

A Figura 3 apresenta a analise comparativa do Kala-cal clinico entre as categorias
susceptivel e resistente ao Sb'!.  Nessa andlise ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significantes dentre as categorias (P = 0,269). Entretanto, ¢ possivel observar
que os pacientes susceptiveis tiveram uma distribuicdo mais préxima do esperado, visto que a
maioria estava abaixo da linha mediana correspondendo a valores do indice de Kala-cal mais
baixos, quando os resistentes estavam muito mais dispersos no grafico, contudo, esses
resultados poderiam ter representado diferenca estatistica caso houvesse um N amostral maior
de isolados clinicos resistentes.

A FT e RC nao ocorreram em nenhum dos isolados clinicos considerados resistentes. A
analise comparativa dos valores de Al do teste de sensibilidade ao Sb™! ¢ AmB niio mostrou
diferengas estatisticamente significantes para os desfechos clinicos Falha de Tratamento e
Recidiva Clinica (Tabela 7).

Uma correlagdo moderada direta significante foi observada entre idade e AI Sb™ (R =
0,555; P=0,0490), ou seja, na amostra isolados mais sensiveis foram encontrados em pacientes
de menor idade e isolados menos sensiveis foram encontrados em individuos de maior idade.
Uma tendéncia de correlagdo direta foi observada entre idade de Al AmB (R =0,543; P =0,055)
(Figura 4).

A anélise de correlagdo linear entre os valores de Al ao Sb', de AI ao AmB e das
medidas séricas (hemoglobina, plaquetas, leucocitos, neutrofilos, AST/TGO, AST/TGP,
bilirrubina total, bilirrubina direta, albumina, ureia, creatinina) demonstrou que ndo foram
identificadas medidas de correlagdo estatisticamente significantes. Entretanto, vale destacar que
houve uma tendéncia de correlacdo direta entre nivel de leucéocitos e AI Sb!™! (R = 0,569; P =
0,053), e entre nivel de creatinina e Al AmB (R =0,555; P =0,076). Em outras palavras, o nivel
de sensibilidade dos isolados clinicos nao possuem uma relagdo com os resultados laboratoriais
dos pacientes, concordando com os resultados anteriores onde os isolados clinicos resistentes
ndo ocasionaram uma maior severidade nos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes

(Tabela 6) e (Figura 5).
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Os resultados da analise de regressao das variaveis clinicas (tratamento prévio, Falha de
Tratamento, recidiva, febre, esplenomegalia, hepatomegalia, diarreia, ictericia, palidez, edema,
vomito, dispneia, infecgdio bacteriana) sobre a Al de Sb'"! (Tabela 8) e Al de AmB (Tabela 9)
ajustada para idade também ndo mostrou diferenca estatistica. Os valores de P tiveram variacao
entre 0,092 e 0,933 como pode ser observado na Tabela 8, ja na Tabela 9 essa variacao do valor
de P vai de 0,260 € 0,938.

A Tabela 10 expressa a andlise de relagdo entre os fatores demograficos, clinicos e
laboratoriais com os desfechos falha terapéutica e recidiva do LV. Notou-se, na amostra, que
0s pacientes mais jovens tiveram de maior frequéncia de Falha de Tratamento (B =-0,03; SE =
0,01; P =0,020) e recidiva (B =-0,02; SE=0,01; P =0,009). A ocorréncia de tratamento prévio
foi relacionada maior ocorréncia tanto de falha terapéutica (B = 0,67; SE = 0,22; P =0,011) ¢
quanto de recidiva (f = 0,60; SE=0,18; P =0,009). Além disso, observou-se que pacientes que
apresentava febre no momento da internagao tiveram menos recidiva ( =-0,90; SE = 0,22; P=
0,002), e maiores nivel de albumina foram observados em pacientes com apresentaram recidiva

(EP=0,712; P = 0,014).

4. Discussao

A Leishmaniose Visceral € uma das principais doengas tropicais negligenciadas e ocorre
principalmente em paises nos quais as forcas de mercado sdo insuficientes para gerar interesse
na industria farmacéutica, ou seja, paises com baixo retorno financeiro para grandes produtoras,
o que pode limitar a atividade licenciada para pesquisa, desenvolvimento, comercializagdo e
distribuicao de drogas farmacé€uticas que possam melhorar o tratamento € o controle da LV
(PINK et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Dessa maneira, a realizagao
de estudos que envolvam o Leishmania ¢ fundamental para que seja possivel o combate da
Leishmaniose Visceral.

Assim, nossos resultados destacam a importancia do entendimento da sensibilidade do
parasito frente a desfechos clinicos que complicam ainda mais o tratamento e controle da
Leishmaniose Visceral, através de estudos laboratoriais e experimentais, para inspirar e gerar
comprometimento, atitudes e a¢des a fim de diminuir os danos causados pela LV na populagao
que ja sofre com muitas mazelas. Até onde temos conhecimento, nossos resultados sao inéditos,
considerando o tamanho e caracteristicas amostral, além das correlagdes realizadas, que buscam
compreender se o fenotipo de suscetibilidade ou resisténcia pode contribuir para quadros
clinicos mais severos e desfechos clinicos de FT e RC. Neste estudo, utilizamos uma abordagem

epidemioldgica e experimental para avaliar a sensibilidade de isolados clinicos de Leishmania
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(L.) infantum e correlacionar com os dados clinicos e epidemioldgicos dos 13 individuos com
LV de origem dos parasitos, sendo esses pacientes provenientes do estado do Maranhao, Brasil,
4rea de alta endemia para forma visceral da leishmaniose (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2021). Nessa abordagem testamos dois farmacos, Antimoniato de Meglumina e
Anfotericina B, os dois principais utilizados na linha de frente para o tratamento da doenga no
Brasil (BRASIL, 2014).

Nos paragrafos seguintes, discutimos a relacdo da sensibilidade do parasito aos
farmacos com o desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos mais graves. Em seguida, nos
concentramos em qual a importancia da sensibilidade dos isolados clinicos nas ocorréncias de
Falha de Tratamento e Recidiva Clinica. Terminamos discutindo quatro implicagdes de nossos

resultados para o tratamento e controle da Leishmaniose Visceral no Maranhao.

4.1 A sensibilidade do parasito aos farmacos tem importincia no quadro clinico do
paciente com Leishmaniose Visceral?

A baixa suscetibilidade do parasito a farmacos pode contribuir para um
comprometimento do tratamento (DIOTALLEVI et al., 2021), o aumento da viruléncia do
parasito, ou seja, da sua capacidade de causar danos no hospedeiro (OUAKAD et al., 2011),
tornd-los mais aptos, com melhores chances de sobreviver dentro do hospedeiro
(VANAERSCHOT et al., 2012) e com maior poder de infeccio (VANAERSCHOT et al.,
2010). Considerando as poucas alternativas de fArmacos disponiveis comercialmente contra o
Leishmania spp., além largo espectro de estudos laboratoriais acessiveis na literatura em que as
diversas espécies de Leishmania conseguem adquirir resisténcia a farmacos, monitorar a
sensibilidade desses isolados clinicos em circulagdo na populacdo e a eficacia dos farmacos
antileishmaniais utilizados, ¢ imprescindivel para o controle da doenga e da disseminagdo de
parasitos resistentes na populacdo. Podendo ainda ser a sensibilidade associada a outros fatores
como a ocorréncia de sinais e sintomas clinicos mais graves.

Ao contrario do que acontece no género Leishmania, a resisténcia medicamentosa em
outras espécies de parasito pode ser acompanhada de custos maléficos ao microrganismo, como
acontece com Plasmodium onde cepas resistentes sdo menos “aptas” que isolados selvagens
(BABIKER, HASTINGS & SWEDBERG, 2009). Essa caracteristica também foi observada em
outros Dominios, como no caso de bactérias Pseudomonas aeruginosa, em que as cepas
resistentes apresentaram redu¢do no crescimento, aptiddo e viruléncia (ABDELRAOUF et al.,
2011). A resisténcia de cepas de Leishmania induzida em laboratério, principalmente ao

antimonional, € parcialmente compreendida na literatura, contudo, a resisténcia medicamentosa
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em isolados clinicos de campo ainda vem sendo estudada. Dessa maneira, compreender como
isolados clinicos se comportam quando expostos a medicamentos utilizados na rotina de
tratamento da Leishmaniose Visceral e os casos de resisténcia na pratica, ¢ fundamental para o
entendimento da doenga em seu contexto clinico original (VERGNES et al., 2007).

Os nossos resultados sdo complexos e geram repercussdes positivas e negativas. No
primeiro caso porque essa ¢ uma variavel de peso e aqui foi provado que a sensibilidade do
parasito ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B de maneira isolada nao influenciou nos
sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes e isso contribui para um melhor controle
do parasito, contudo, outros fatores que podem estar associados a diminui¢do na sensibilidade
e que aqui ndo foram avaliados, como a viruléncia, capacidade de infec¢do e/ou aspectos
genéticos do parasito, talvez possam ter agdo sobre a ocorréncia de sinais e sintomas clinicos
mais graves. Nao conseguimos encontrar na literatura estudos que correlacionam sinais e
sintomas apresentados pelos pacientes com a participagdo do parasito.

Os principais sinais e sintomas encontrados nessa amostra (anemia,
hepatoesplenomegalia, febre e palidez), correspondem com a sintomatologia de LV apresentada
por Brasil (2014), sendo o sintoma mais expressivo a anemia que ocorreu com todos os
pacientes, os quais tiveram uma taxa de hemoglobina média de 8,3 g/d{, o que é preocupante,
dado que o valor minimo para os parametros de hemoglobina ¢ de 14 g/d{. Uma hipotese para
esse resultado € a possibilidade de um quadro de anemia pré-instalado antes da infec¢do pelo
parasito, o que poderia justificar a ocorréncia da LV em pacientes adultos e sem doengas
imunes, considerando que a anemia pode comprometer a competéncia imunologica como ja
citado por Vieira e Ferreira (2010) e André et al. (2018). Podendo ainda ser originada de
diversos fatores combinados como a caréncia nutricional e infecgdes concomitantes por
parasitas intestinais (SILVA ef al., 2021). Considera-se também a ocorréncia de agravamento
do quadro de anemia causado pela infec¢do e multiplicagdo do proprio parasito no organismo
humano.

E importante ressaltar que, estudos com modelos experimentais ha bastante tempo ja
abordavam sobre a relagdo da LV com anemia grave e lise prematura de eritrdcitos,
considerando ainda que nessa amostra alteragdes na membrana poderiam levar a reduc¢do do
tempo de vida das hemécias (BISWAS et al., 1995). Resultados recentes mostram que L.
donovani pode induzir ativamente macrofagos a fagocitarem hemacias saudaveis
(MORIMOTO et al., 2019). Em outro protozoario, estudos tém mostrado uma relagdo entre o
polimorfismo genético humano e a infec¢ao pelo parasito, como descrevem os autores Pathirana

et al. (2013), que individuos do grupo sanguineo O sdo mais resistente a malaria causada pelo
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Plasmodium falciparum que os demais tipos sanguineos, podendo assim influenciar no
desfecho da doenca. Entretanto, os autores Resende ef al. (2017) encontraram que individuos
do tipo sanguineo O infectados com Plasmodium vivax apresentaram niveis mais baixos de
hemoglobinas e hemacias, sendo a anemia mais frequente nesse grupo. Nao encontramos
trabalhos que relacionem a infec¢do pelo Leishmania e/ou a anemia com o tipo sanguineo,
entretanto, apesar desses parasitas serem bastante diferentes, vale se considerar a realizagao de
estudos que relacionem o tipo sanguineo com a infec¢do do parasito, anemia, desfechos clinicos
e outras caracteristicas da Leishmaniose, pois essas informagdes podem ser cruciais para o

tratamento da doenca.

4.2 A sensibilidade do parasito aos farmacos tem importancia na ocorréncia da Falha de
Tratamento e na Recidiva Clinica?

Observamos em nossos isolados clinicos uma grande variagdo na sensibilidade ao
Antimonio Trivalente (31.7 a 155.2 uM) e a Anfotericina B (48.1 a 622.4 nM), demonstrando
a heterogeneidade na populacdo de Leishmania que circula no estado do Maranhdo. Na
literatura, ha muito tempo a espécie de L. (L.) infantum ja ¢ mencionada como heterogénea com
diferentes perfis de infecgdo, tal qual relatado por Honor¢ et al. (1998). Assim como também
encontrado pelos autores Luz et al. (2011), que observaram uma significativa varia¢do (5.1 a
17.1 pg/mL) em isolados clinicos de L. (L.) infantum coletados de 5 estados brasileiros sujeitos
a agdo do Sb™., o que foi confirmado por Espada et al. (2021) em seu estudo, que encontraram
uma consideravel variagdo (20.0 a 69.0 nM) em isolados clinicos da referida espécie coletados
em 14 estados do Brasil e expostos a Anfotericina B. Os dados encontrados nesses estudos
corroboram com a grande variagdo na sensibilidade dos isolados clinicos encontrados,
mostrando que a variac¢do na sensibilidade do L. (L.) infantum nao ¢ algo exclusivo dos nossos
resultados.

A respeito dos isolados clinicos de L. (L.) infantum analisados, a maioria possui
sensibilidade ao Sb'' e a AmB, ou seja, a amostra é composta em suma por isolados sensiveis
aos farmacos utilizados contra seu desenvolvimento, mas a maioria dos pacientes ndo havia
realizado tratamento prévio para LV quando foi coletada medula dssea, o que pode sugerir a
ocorréncia da circulagdo de parasitos naturalmente resistentes no estado do Maranhao. Vale
ressaltar, que encontramos uma correlacdo moderada direta entre o valor do indice de
resisténcia do Sb™ e AmB, isso significa que um isolado clinico sensivel/resistente a um
farmaco tende a apresentar sensibilidade semelhante para o outro firmaco, assim como ja havia

sido descrito por Vergnes et al. (2007), que encontraram um isolado de L. (L.) donovani com
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resisténcia cruzada para o Sb'™, Anfotericina B e Miltefosina. Contudo, também ja foi descrito
esse evento em outras espécies do género e outros farmacos, como relata Liarte (2010) que
também encontrou em sua pesquisa a ocorréncia de resisténcia cruzada em populagoes de L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum entre Sb'' e Paramomicina. Apesar
desses dados serem ainda iniciais e fruto da analise em formas promastigotas, as quais tendem
a adaptar-se as condi¢des de cultura (SILVA & SACKS, 1987), revela-se uma implicagdo
clinica importante, considerando que se trata dos dois principais farmacos utilizados no
tratamento de LV em nosso pais (BRASIL, 2014). Nesse sentido, em um cenario com o parasito
resistente aos dois farmacos, as opgdes terapéuticas acabam sendo escassas e isto impacta
diretamente no controle e tratamento da doenga. Entretanto, vale ponderar a necessidade de
melhor se estabelecer os parametros que designam o que ¢ uma resisténcia medicamentosa para
isolados clinicos de Leishmania, uma vez que ndo conseguimos encontrar na literatura uma
formula, célculo, classificagdo ou qualquer outro método que possa estabelecer um padrio para
conceituar em valores/calculos o que seria a resisténcia medicamentosa, encontramos somente
trabalhos que determinam isso com base em um valor de EC50 maior do que o encontrado em
cepas padrao cultivadas em laboratdrio, no entanto, cada trabalho utiliza cepas padrao diferentes
e margens distintas a partir do valor de EC50 da cepa de referéncia para considerar a resisténcia
a medicamentos, ndo sendo estabelecido uma margem minima de seguranga entre os valores
para entdo classificar como tal. Por isso, propomos a implementagdo do conceito utilizado aqui
para classificar a resisténcia medicamentosa, ou seja, em isolados clinicos de campo, a
resisténcia medicamentosa ¢ considerada quando o valor de EC50 desse isolado ¢ pelo menos
2 vezes o valor da EC50 da cepa padrao utilizada.

Os nossos dados demonstraram que a sensibilidade do parasito a Sb™ e AmB nio foi
um fator que se relaciona diretamente a ocorréncia de Falhas de Tratamento, Recidivas Clinicas
ou sinais clinicos de agravamento da LV. Esse resultado concorda com os dados encontrados
na literatura destacados em estudos mais recentes como o trabalho dos autores Takele ef al.
(2022), que afirmam que os fatores imunologicos dos hospedeiros podem estar associados a RC
em pacientes com LV, como também j4 era relatado por Faraut-Gambarelli ef al. (1997), que
mostrou em seu estudo pacientes com isolados clinicos de L. (L.) infantum sensiveis ao
Antimoniato e que depois de tratadas e curados, apresentaram RC. Os autores Doenhoff et al.
(1991) apresentaram na década de 90 o conceito da “imunodependéncia da quimioterapia” para
Schistosoma mansoni, mostrando que em camundongos imunossuprimidos tratados com
Antimonio, Oxamniquina, Hycanthone e Praziquantel, foi observada uma menor efetividade

dos medicamentos de 15 a 56% quando comparado a camundongos imunocompetentes, €
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quando um medicamento, como no caso do Oxamniquina, ¢ administrado isoladamente, ele
reduz a carga parasitaria em 6 e 13%, contudo, quando esse medicamento ¢ acompanhado de
um anti-soro de coelho contra antigenos de vermes adultos, foi observada uma redugdo entre
52 e 66% da carga parasitaria do S. mansoni em camundongos. Na Leishmaniose Visceral, um
estudo dos autores Pérez-Cabezas et al. (2019), utilizou camundongos sensiveis e resistentes ao
L. donovani e os infectou com o L. (L.) infantum, sendo observado que os camundongos
resistentes sao mais rapidos no desenvolvimento de uma resposta eficiente de células B e T que
0s sensiveis, e isso pode estar associado ao aumento da polifuncionalidade das células T nesses
camundongos resistentes. Outro fator complicador nesse contexto ¢ que na Leishmaniose
Cutanea ja foi mencionado por alguns autores, como no caso de Mendonga et al. (2004) que
apesar de existir a cura clinica, a cura estéril raramente ocorre, sendo observada a persisténcia
do parasito no organismo hospedeiro, mesmo que em baixa quantidade de parasitos viaveis. E
nitida a grande contribui¢do do sistema imunologico do hospedeiro na ocorréncia da recidiva
clinica, assim, com base na experiéncia com outro parasito, o desenvolvimento de metodologias
que possam contribuir para a melhora do sistema imunoldgico do hospedeiro em concomitancia
ao tratamento antileishmania, mesmo em pacientes que nao tenham doenga ou circunstancias
que causem imunodepressdo, pode melhorar a eficacia medicamento, o sucesso terapéutico e
diminuir as chances de Recidiva Clinica.

Realizamos um teste de regressdao excluindo a varidvel sensibilidade do parasito e
relacionando as varidveis gerais, clinicas e laboratoriais do hospedeiro com as ocorréncias de
RC e FT nos mesmos. Observamos que houve uma relagao estatisticamente significativa da RC
com a idade jovem, tratamento prévio, auséncia de febre e altas taxas de albumina, o que esta
de acordo com o mencionado anteriormente, uma vez que nao houve correlagao da RC com a
sensibilidade do parasito aos fadrmacos, mas houve com as varidaveis do hospedeiro,
considerando a idade jovem como um elemento que corresponde a uma possivel imaturidade
do sistema imunologico do hospedeiro (CAMPOS et al., 2021), a auséncia de febre como uma
hipotética diminui¢ao na capacidade de reacao do sistema imunolégico a infecgao (MOHAN et
al., 2007), visto que a febre ¢ um mecanismo natural do organismo humano para tentar eliminar
microrganismos invasores (GARCIA-ZAPATA & JUNIOR, 2006) e um dos sintomas classicos
da ocorréncia da LV (BROVKO et al., 2020), assim como a alta concentragdo de albumina no
sangue, que pode ser causada por uma desidrata¢do e quando hé estados hiperalbuminémicos o
resultado ¢ uma proteintiria de sobrecarga (KOLTUN & COMPER, 2006). Entretanto, ao
observamos a correlacdo da FT com os dados do hospedeiro, foi possivel encontrar um

resultado significativamente estatistico da FT somente com a idade e tratamento prévio, sendo
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o primeiro caso explicado anteriormente, contudo, o tratamento prévio pode ser
desconsiderado, uma vez que a FT ¢ o resultado de um tratamento prévio ineficaz, ou seja, em
todos os casos de FT o paciente foi previamente tratado, mas sem sucesso terapéutico. Vale
considerar que apesar de nao ser estatisticamente significativo, o resultado da correlagao entre
RC e HIV foi positiva, enquanto da FT com HIV foi negativa, o que pode ser um indicativo
sobre a participagdo do parasito e hospedeiro em quadros de RC e FT.

Os autores Perea-Martinez et al. (2022), realizaram um estudo com isolados clinicos de
paciente com FT de LV, cuja L. (L.) infantum na forma promastigota foi sensivel ao Sb',
Paramomicina, Miltefosina e AmB, entretanto, apesar de sensiveis, foi observado que esses
parasitos ao infectar macr6fagos THP-1 promoveram a modulagao das fungdes celulares, o que
pode permitir a sobrevivéncia ao estresse intracelular e a possibilidade de escapar das defesas
do sistema imunologico, podendo dessa maneira, contribuir para a ocorréncia da FT. Segundo
os autores Vanaerschot et al. (2014), o aumento da infectividade e habilidades de manipulagao
do hospedeiro pelo L. (L.) donovani, sao exemplos de epifenotipos que podem estar
relacionados a FT e hipotetizam que a viruléncia pode ser o principal fator que corrobora para
a ocorréncia de FT, sendo a resisténcia medicamentosa um fator secundario, assim, o
Leishmania pode persistir no organismo mesmo apos o tratamento através da adaptacao de suas
habilidades de infectividade e/ou manipulagdo do hospedeiro. Um estudo realizado pelos
autores Shadab et al. (2019), com cepas de L. (L.) donovani virulentas e ndo virulentas, mostrou
que macrofagos infectados com cepas virulentas apresentam supressao da sintese de proteinas,
uma regulacdo negativa na expressao de genes hubs e hub-bottleneck e uma regulagao positiva
de genes para fatores virulentos e de sobrevivéncia. Para os autores Pires et al. (2014), a
viruléncia em L. (L.) infantum custa para esses parasitos um maior consumo de energia e sintese
de proteinas, sendo a viruléncia o resultado de um possivel aumento na expressao de Proteina
de Membrana Cinetoplastidial-11 (KMP-11) e a metalopeptidase, as quais sdo relacionadas a
uma melhora na eficiéncia da interagdo entre o parasito e o hospedeiro, além da degradacao das
proteinas protetoras do hospedeiro e peptideos, sendo também observada a acdo da enzima
triparedoxina peroxidase e da proteina peroxidoxina, que protegem o parasito contra a resposta
ao estresse, a proteina 14-3-3 que possibilita o aumento no tempo de vida util do macréfago
infectado, as proteinas chaperonas e endoribonuclease L-PSP que viabilizam o aumento na
sobrevivéncia do parasito e a enzima enolase que desempenha fungdes versateis na célula.

Dessa maneira, hipotetizamos que a ocorréncia da FT pode estar relacionada a
capacidade plastica do parasito em se multiplicar no organismo humano e fugir da agdo do

farmaco, ou seja, a FT observada pode estar mais associada a uma nao-resposta do parasito ao
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tratamento e os casos de RC podem ser relacionados ao comprometimento do sistema
imunologico do hospedeiro, o que pode tornar possivel o retorno de sinais e sintomas clinicos
da doenga. De modo geral, sustentamos a ideia de que a FT e a RC decorrem da relagao de
diversos fatores que envolvem o parasito e o hospedeiro simultaneamente, ndo de caracteristicas

que ocorrem de forma isoladas em cada um desses.

4.3 Implicagoes para o controle e tratamento da Leishmaniose Visceral

Em primeiro lugar, nossos resultados sugerem a circulagdao no estado do Maranhao de
isolados clinicos naturalmente heterogéneos e resistentes aos fairmacos aos quais lhe deveriam
ser fatais, alguns com a capacidade de serem até 3x mais resistentes que a cepa padrao quando
exposto a Anfotericina B, o que pode ser agravado com os resultados de que entre os isolados
coletados foi encontrada uma resisténcia cruzada do parasito aos dois farmacos. A terapia
medicamentosa continua sendo o principal mecanismo de tratamento de pessoas com a
Leishmaniose Visceral, assim, a realizagdo de estudos e estratégias que garantam a eficacia
desse método ¢ fundamental para que haja uma continuidade longinqua dessa abordagem, por
isso, € preciso entender como e porque isolados clinicos tém obtido resisténcia aos farmacos
mesmo sem nunca ter entrado em contato diretamente com eles antes, pois outros mecanismos
também devem estd sendo desenvolvidos (como a capacidade de viruléncia do parasito) e isso
pode ser preocupante para o futuro de uma das populacdes que mais sofre com casos de LV no
Brasil. Por isso, sugerimos a implementacdo de uma padroniza¢do na classificagdo da
resisténcia medicamentosa em isolados clinicos de campos para facilitar o compartilhamento e
troca de informacgodes entre as pesquisas realizadas no estado do Maranhao.

Em segundo lugar, ndo encontramos nenhuma correlagdo da sensibilidade do parasito
com a estimativa da probabilidade de morte dos pacientes, os sintomas clinicos apresentados
por eles e as ocorréncias de FT e RC nesses, indicando que a sensibilidade do parasito pode ndo
ser o principal fator que interfere diretamente no desenvolvimento da L'V, mas que pode estar
relacionado com outros mecanismos que podem ser responsaveis pela piora do quadro clinico
do paciente e o desfecho da patologia, como mostrado nos casos de aumento da viruléncia em
Leishmania spp. (OUAKAD et al., 2011). Assim, sugerimos que a resisténcia medicamentosa
pode ter menor destaque na LV, ja que a grande maioria dos isolados clinicos foram sensiveis
aos farmacos ¢ mesmo assim houve episddios de FT e RC, sendo a maioria dos pacientes
imunocompetentes, por isso, hipotetizamos que a resisténcia medicamentosa nao ¢ o principal
responsavel, pelo menos de maneira isolada, da piora dos sinais e sintomas clinicos nos

pacientes e as ocorréncias de FT e RC nesses. Dessa maneira, mapear quais mecanismos estao
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envoltos nos eventos de piora do quadro clinico do paciente e episddios FT/RC, aliados com a
realizacdo de agdes para prevengdo, promog¢do, protecdo e recuperacdo da satde para a
comunidade sdo cruciais e tem grande potencial para promover o controle e combate da LV no
Maranhao.

Em terceiro lugar, a RC teve maior correlagdo com fatores relacionados ao hospedeiro,
enquanto para a FT cogitamos que essa esteja mais relacionada com fatores do parasito, como
a viruléncia. Muito trabalhos estudam esses fenomenos de maneira isolada, buscando entender
qual a participa¢ao de fatores imunoldgicos e genéticos do hospedeiro ou da resisténcia do
parasito, mas muito ainda precisa ser estudado na Leishmaniose Visceral para de fato entender
o que desencadeia diretamente o desenvolvimento da doencga e os desfechos clinicos. Portanto,
o desenvolvimento de mecanismos que possam facilitar a pesquisa com esses parasitos em
laboratdrio, assim como o manejo na pratica de pacientes com LV ¢ de suma importancia para
que avanc¢os sejam conquistados no combate a essa doenca.

Por ultimo, ¢ essencial que a Leishmaniose Visceral deixe de ser uma doenga
negligenciada (PINK et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022 e passe a ser
encarada como o grande problema de saude publica que ¢, principalmente no Brasil que ¢
responsavel quase que em absoluto por todos os casos de LV na América Latina, com a
incorporagdo de politicas de saide e a gestdo da doenca em areas de alta endemia, como
acontece no estado do Maranhio (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2021). Embora
esse estudo seja preliminar, ainda pode servir como base para delineagdo de outros estudos
envolvendo o hospedeiro e o parasito, além de possibilitar um melhor foco na pratica clinica,
uma vez que frente aos desfechos clinicos de FT ou RC, uma equipe de saude pode melhor

direcionar o tratamento para a doenca com foco dirigido ao hospedeiro ou ao parasito.

5. Conclusoes

Concluimos que a sensibilidade do parasito aos fArmacos usualmente utilizados contra
a LV ndo foi, nessa amostra, de maneira isolada, a causa definidora de quadros clinicos como
a Falha de Tratamento e a Recidiva Clinica ou sinais clinicos de agravamento em LV. Vale
destacar a importancia desses resultados, considerando que esta ¢ uma pesquisa pioneira, com
uma grande quantidade de isolados clinicos e uma correlacao entre o L. (L.) infantum com as
manifestagdes clinicas e o desfecho clinico do paciente. Contudo, considerando os limites desse
estudo, mais pesquisas precisam ser realizadas para uma melhor consolidagao desses resultados,

incluindo as andlises em amastigotas intracelulares desses isolados clinicos de L. (L.) infantum.
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FIGURAS:

M- Li - La - Lb - 06 - 07 - 08 - 09- 20- 21 - 27 - 28 - 44 - 56 - 81 - 92 - 93 - CN

Figura 1. Identificacdo e caracterizagdo dos isolados clinicos de pacientes com Leishmaniose Visceral. M: Marcador molecular; Li: Controle de
Leishmania infantum; La: Controle de Leishmania amazonenses; Lb: Controle de Leishmania braziliensis; 06 a 93: Isolados Clinicos e CN:

Controle Negativo.
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Figura 2. Matriz de correlagdo linear entre os valores dos testes de sensibilidade e o escore Kala-cal clinico. Variagdo das cores do mapa de calor

(heat map) representa o coeficiente de correlagao.
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Figura 3. Analise comparativa do escore Kala-cal clinico entre os isolados clinicos categorizados como susceptiveis e resistentes ao Antimonio

Trivalente. A linha representa a mediana.
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Figura 4. Anélise de correlagdo entre idade dos pacientes dos quais foram coletados os isolados clinicos e a sensibilidade desses isolados clinicos

ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B.



Hemoglobinar

0.295

Plaguetas-

Leucocitos 0.062
Neutrofilo- 0.201 0.045
AST/TGO- 0.284 0.013
ALT/TGPA 0.368 -0.043

Bilirrubina Total- 0.316 0.039
Bilirrubina Direta- 0.293 0.011
Albuminas 0.023 0.067
Ureia 0.092 -0.006
Creatinina- 0.175 _
Al Sbl Al AmB

98

1.0

10.5

Figura 5. Matriz de correlacdo linear entre os valores dos testes de sensibilidade ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B e as medidas séricas

coletadas. Variacao das cores do mapa de calor (Heat map) representa o coeficiente de correlagao.
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Tabela 1. Perfil demografico e clinico dos pacientes com Leishmaniose Visceral incluidos no presente estudo.

Variaveis demograficas

Dados do tratamento da Leishmaniose

Falha
Caso HIV+  Tratamento Tratamento Desfecho
Sexo/Idade Municipio de Recidiva
Prévio Apos a Coleta Clinico
Tratamento
01 M/37 Sao Luis Nao Nao AM Nao Nao Cura
02 M/32 Sao Luis Sim Nio LAmB Nao Nio Cura
LAmB, LAmB, LAmB,
03 F/48 Santa Inés Sim Nao Nao Nao Cura
LAmB, LAmB
04 M/41 Bacabal Sim Sim AM e LAmB Nao Nao Cura
Sao Vicente

05 M/43 Nao Nao AM Niao Nao Cura

de Ferrer
06 M/29 Anapurus Nao Nao LAmB Nao Nao Cura
07 M/40 Sao Luis Nio Nio AmB Sim Nao Cura
08 M/33 Santa Inés Sim Nio LAmB, LAmB Nao Nao Cura
09 M/22 Sdo Luis Nio Sim AM e LAmB Sim Nio Cura
10 F/35 Colinas Nio Nio LAmB Nio Nio Desconhecido

Itapecuru
11 M/10 Nao Sim PEN, MIL, LAmB Sim Sim Cura

Mirim

Paco do
12 M/29 Sim Sim LAmB Sim Sim Em profilaxia

Lumiar

Sdo José de

13 M/20 Sim Sim AM Sim Sim Em profilaxia

Ribamar
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M = Masculino; F = Feminino; HIV = Virus da Imunodeficiéncia Humana; LAmB = Anfotericina B Lipossomal; AM = Antimoniato de Meglumina; PEN =

Pentamidina; MIL = Miltefosina.
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Tabela 2. Sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes com Leishmaniose Visceral incluidos na amostra do presente estudo.

Caso Febre Fspleno- Hepato- Anemia Diarreia Ictericia Palidez Presenga Vomito Dispne Infecgao
megalia  megalia de Edema ia Bacteriana
01 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao
02 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
03 Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao
04 Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim Nao
05 Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao
06 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Néo Sim Sim Sim
07 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim Nao Sim Nao Nao
08 Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao
09 Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Nao Nao Nao
10 Sim Sim Nao Sim Nao Nio Sim Nio Nio Nao Nao
11 Nao Nao Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
12 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao

13 Nio Sim Sim Sim Nao Nio Sim Nao Nao Nao Nao




Tabela 3. Dados dos marcadores séricos dos pacientes incluidos na amostra

Caso Hemo- Plaquetas Leucocitos Neutrofilo AST/  ALT/ Bil. Bil. Albumina Ureia  Creatinina
globina (mm?3) (mm?) (mm?3) TGO TGP Total Direta (g/dL) (mg/ (mg/dL)
(g/dL) (UL) (UL) (mg/dL) (mg/dL) dL)
01 8,9 110.000 2.300 - - - - - - - 0.9
02 7,8 113.000 1.038 524 55 54 1,1 0,6 32 14 0,80
03 12,4 65.000 1.500 86.0 24 14 1,3 0,7 3 23 1,12
04 8,0 148.000 3.360 2.417 33 14 1,3 0,5 2,66 24 0,81
05 8,9 150.000 3.200 1.230 78 60 1,5 0,9 2,7 47 0,8
06 6,5 522.000 5.070 - 1.616 140 16,7 11,15 2,2 82 1,14
07 10,1 62.000 3.100 1.540 50 55 - - 2,5 25 0,9
08 6,3 111.000 1.420 776 38 18 2,2 1,86 2,27 17 0,20
09 6,3 140.000 950 348 212 40 1,06 0,44 2,7 57 1,54
10 11,0 140.000 3.259 2.460 34 30 - - 32 45 -
11 - - - - - - - - - - -
12 10,6 191.000 2.070 1.358 17 14 0,37 0,17 34 26 0,6
13 11,4 206.000 3.750 879 18 9.54 0,32 0,1 3,7 0,92 0,65
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AST/TGO = Aspartato Aminotransferase/Transaminase Oxalacética; ALT/TGP = Alanina Aminotransferase/Transaminase Piravica; Bil. Total =

Bilirrubina Total; Bil. Direta = Bilirrubina Total.
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Tabela 4. Resultado do teste de sensibilidade das formas promastigotas ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B, e o calculo do escore Kala-

cal Clinico nos casos incluidos no estudo.

Promastigotas - Sb'"!

Promastigotas - AmB

Kala-cal clinico

AmB
Cepa/Isolado Clinico Sb'"EC50
Caso M) Al Sensibilidade EC50 Al Sensibilidade Escore %
3 (M)
) 175.8
MHOM/BR/74/PP75 (ref strain) - 66.7+ 1.6 - - 37 - - - -
+ 3.
269,9
MHOM/BR/2018/PV006-MA 01 120 +£5,3 1,8 Susceptivel 55 1,5 Susceptivel 2/13 1,6%
:t 9
146,9
MHOM/BR/2018/PV007-MA 02 94,7 +0,8 1,4 Susceptivel 305 0,8 Susceptivel 4/13 7,6%
:l: b
622,4 )
MHOM/BR/2018/PV008-MA 03 133,8 +14,1 2,0 Resistente 163 3,5 Resistente 5/13 15,4%
:l: b
2435
MHOM/BR/2018/PV009-MA 04 109,2+6,2 1,6 Susceptivel 513 1,4 Susceptivel 6/13 28,8%
:l: b
. 118,9
MHOM/BR/2019/PV020-MA 05 1552+3,6 23 Resistente 147 0,7 Susceptivel 3/13 3,6%
j: b
. 233,1
MHOM/BR/2019/PV021-MA 06 142,4+6,0 2,1 Resistente 73 1,3 Susceptivel 6/13 28,8%
:l: b
321,1
MHOM/BR/2019/PV027-MA 07 90,7 £6,4 1,3 Susceptivel 1,8 Susceptivel 4/13 7,6%

+4.6
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48,1
MHOM/BR/2019/PV028-MA 08 42,5+13,6 0,6 Susceptivel 99 0,3 Susceptivel 4/13 7,6%
j: 9
231,1
MHOM/BR/2019/PV044-MA 09 51,1 £8,1 0,8 Susceptivel 141 1,3 Susceptivel 3/13 3,6%
:l: b
248,9
MHOM/BR/2020/PV056-MA 10 774+£32 1,1 Susceptivel 47 1,4 Susceptivel 2/13 1,6%
:l: b
141,4
MHOM/BR/2021/PV081-MA 11 31,7£17,5 0,5 Susceptivel 237 0,8 Susceptivel 0/13 0,3%
:l: b
78,9
MHOM/BR/2021/PV092-MA 12 35,1+21,0 0,5 Susceptivel 69 0,4 Susceptivel 4/13 7,6%
:t 9
271,9
MHOM/BR/2018/PV093-MA 13 131,3+£3,6 1,9 Susceptivel 0.9 1,5 Susceptivel 4/13 7,6%
:t 9

Sb = Antiménio Trivalente; AmB = Anfotericina B; EC50 = Concentragdo Efetiva do formaco que inibe 50% da populagdo de Leishmania. uM

= Micromolar; nM = Nanomolar; Al = Indice de Atividade.
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Tabela 5. Analise de correlagdo linear entre os valores de sensibilidade das formas promastigotas ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B e do
escore Kala-cal clinico.

AI Sb™ Al AmB Kala-cal clinico
Variaveis R R R
P valor P valor P valor
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
R =0,598 R=0,397
Al SbIIl 1,000 0,031%* 0,179
(0,06 a 0,86) (-0,1920,77)
R =0,598 R=0,302
Al AmB 0,031%* 1,000 0,315
(0,06 a 0,86) (-0,29 a 0,73)
. R=0,397 R=0,302
Kala-cal clinico 0,179 0,315 1,000
(-0,19a20,77) (-0,29 a 0,73)

Al = indice de Atividade; Sb™ = Antiménio Trivalente; AmB = Anfotericina B; R = Coeficiente de correlagdo de Pearson; IC 95% = Intervalo de

Confianca a 95%. *Medida de correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05).
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Tabela 6. Analise de correlacdo linear entre os valores de sensibilidade das formas promastigotas ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B e

das medidas séricas.

AI Sp!! Al AmB
Marcadores séricos R R
P valor P valor
(IC 95%) (IC 95%)

Hemoglobina R=10,295 0,351 R=10,507 0,092
(-0,06 a 0,84) (-0,09 a 0,83)

Plaquetas R=10,170 0,597 R =-0,180 0,576
(-0,44 a 0,67) (-0,68 a 0,43)

Leucocitos R=10,569 0,053 R =10,062 0,848
(-0,01 a 0,86) (-0,53a0,61)

Neutroéfilo R =10,201 0,577 R =10,045 0,902
(-0,49 a 0,73) (-0,60 a 0,65)

AST/TGO R=0,284 0,397 R=0,013 0,969
(-0,38 2 0,75) (-0,59 a 0,60)

ALT/TGP R=0,368 0,266 R =-0,043 0,900
(-0,29 2 0,79) (-0,62 a2 0,57)

Bilirrubina Total R=0,316 0,407 R=10,039 0,920
(-0,44 a 0,81) (-0,64 a 0,68)

Bilirrubina Direta R=0,293 0,444 R=0,011 0,978
(-0,46 a 0,80) (-0,65 a 0,67)

Albumina R=0,023 0,946 R =10,067 0,844
(-0,58 a 0,61) (-0,55 2 0,67)



Ureia R =0,092 0,787 R=-0,01 0,987
(-0,53 a 0,65) (-0,60 a 0,59)

Creatinina R=0,175 0,607 R =10,555 0,076
(-0,47 a 0,70) (-0,06 a 0,86)

R = coeficiente de correlagdo de Pearson. IC 95% = intervalo de confianga a 95%.
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Tabela 7. Andlise comparativa dos valores do teste de sensibilidade das formas promastigotas ao Antimonio Trivalente e a Anfotericina B de

acordo com os desfechos Falha de Tratamento e Recidiva Clinica na Leishmaniose Visceral.

Falha terapéutica Recidiva
. 1° 30 . 1° 30 . 1° 3° . 1° 3°
mediana quartil  quartil mediana quartil  quartil mediana quartil  quartil mediana quartil  quartil
Sh'!t 0 0 1.3 1.7 1.32 2.02 0.575 0 0 0.95 15 1.15 1.95 0.400
AmB 1.3 0 15 1.35 0.775 1.42 0.100 0 0 0.75 1.35 0.925 1.48 0.433
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Tabela 8. Analise de regressdo das varidveis clinicas sobre a sensibilidade das formas promastigotas ao Antimonio Trivalente ajustada para idade.

Coeficiente de

Erro padrao

Variaveis t P valor
regressao (p) (SE)
Tratamento prévio 0,243 0,602 0,404 0,694
Falha de Tratamento -0,466 0,578 -0,806 0,439
Recidiva 0,090 0,733 0,123 0,905
Febre -1,471 0,790 -1,863 0,092
Esplenomegalia 0,255 1,095 0,233 0,821
Hepatomegalia 0,243 0,842 0,289 0,778
Diarreia -0,501 0,480 -1,044 0,321
Ictericia 1,159 0,763 1,518 0,160
Palidez -0,061 0,709 -0,086 0,933
Edema -0,839 0,841 -0,997 0,342
Vomito 0,477 0,607 0,786 0,450
Dispneia 0,630 0,594 1,061 0,314
Infecgdo 1,159 0,763 1,518 0,160




Tabela 9. Andlise de regressao das varidveis clinicas sobre a sensibilidade das formas promastigotas a Anfotericina B ajustada para idade.

Coeficiente de

Erro padrao

Variaveis t P valor
regressao (p) (SE)
Tratamento prévio 0,724 0,607 1,190 0,261
Falha de Tratamento 0,395 0,626 0,631 0,542
Recidiva -0,127 0,784 -0,163 0,874
Febre -1,095 0,917 -1,194 0,260
Esplenomegalia 0,141 1,174 0,120 0,907
Hepatomegalia -0,103 0,903 -0,114 0,911
Diarreia -0,084 0,540 -0,156 0,879
Ictericia 0,316 0,900 0,352 0,732
Palidez 0,333 0,750 0,444 0,667
Edema 0,751 0,913 0,823 0,430
Vomito 0,321 0,661 0,486 0,638
Dispneia 0,053 0,670 0,079 0,938
Infecgdo 0,316 0,900 0,352 0,732
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Tabela 10. Associacdo dos fatores gerais, clinicos e laboratoriais com os desfechos Falha de Tratamento e Recidiva Clinica.

Falha terapéutica Recidiva LV

Variaveis B SE P B SE P
Dados gerais
Idade -0,03 0,01 0,020%* -0,02 0,01 0,009*
Sexo masculino 0,45 0,38 0,260 0,27 0,34 0,443
Dados clinicos
HIV -0,09 0,29 0,751 0,19 0,24 0,459
Tratamento prévio 0,67 0,22 0,011* 0,60 0,18 0,009%*
Febre -0,72 0,34 0,057 -0,90 0,22 0,002*
Esplenomegalia -0,66 0,51 0,220 -0,83 0,40 0,064
Hepatomegalia 0,41 0,53 0,453 0,25 0,47 0,606
Diarreia -0,30 0,28 0,314 -0,37 0,23 0,139
Ictericia -0,41 0,53 0,453 -0,25 0,47 0,606
Palidez -0,13 0,40 0,742 -0,31 0,33 0,368
Edema 0,66 0,51 0,220 -0,25 0,47 0,606
Vomito 0,13 0,40 0,742 -0,27 0,34 0,443
Dispneia -0,45 0,38 0,260 -0,27 0,34 0,443
Infecgao -0,41 0,53 0,453 -0,25 0,47 0,606
Dados laboratoriais
Hemoglobina EP =0,205 0,522 EP =0,442 0,150
Plaquetas EP =-0,082 0,800 EP=0,137 0,672
Leucécitos EP = 0,427 0,166 EP=-0,135 0,677
Neutroéfilo EP=0,112 0,758 EP =0,269 0,451
AST/TGO EP =0,322 0,334 EP =-0,289 0,389
ALT/TGP EP =-0,233 0,490 EP=-0,379 0,251
Bilirrubina Total EP =-0,329 0,387 EP=-0,275 0,474
Bilirrubina Direta EP =-0,337 0,375 EP=0,271 0,481
Albumina EP = 0,349 0,293 EP=0,712 0,014*
Ureia EP =-0,193 0,570 EP =-0,417 0,202
Creatinina EP =0,145 0,671 EP =-0,340 0,306
Escore Kala-cal EP =-0,344 0,242 EP =-0,252 0,405
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B = coeficiente de regressao.

SE = erro padrao.

EP = estimativa padronizada.
*Estatisticamente significante (P < 0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados em ambos os capitulos dessa dissertagdo podem contribuir
para o enfrentamento das Leishmanioses, visto que, embora limitados, possibilitam
compreender melhor as possiveis relagdes entre o parasito e a ocorréncia de Falhas de
Tratamento e Recidivas Clinicas. Colaborando, dessa forma, com outros estudos disponiveis na
literatura que ajudam a elucidar as ocorréncias da FT e RC, contribuindo na elaborag¢do de
estratégias que visem o controle, a prevencao e o tratamento da doenga em fungao da qualidade
de vida da populagdo e dos impactos na saide publica em geral, sendo fundamental a
continuagdo desses estudos para garantir o combate a essa doenca negligéncia no Brasil e no
mundo.

E importante destacar o pioneirismo desse trabalho na literatura, considerando a
relevancia do estudo de caracteristicas do parasito como a sensibilidade aos diferentes farmacos
e a maneira que essa sensibilidade pode ou ndo influenciar nas manifestagdes clinicas dos
pacientes, além de seu desfecho clinico na Leishmaniose Visceral. Além disso, o tamanho
amostral de isolados clinicos de L. (L.) infantum componentes dessa pesquisa também ¢
inovador, ndo sendo encontrado na literatura outras propostas com uma amostragem tao
significativa de isolados clinicos testados com multidrogas.

Assim, essa dissertag¢do ¢ fruto de muito esfor¢o e dedicacao, resultado de muitos dias
em experimentos laboratoriais constantes e outros tantos em busca de informagdes na literatura

que pudessem nortear e embasar a realiza¢do dessa.

PERSPECTIVAS

Considerando o atual cenario da Leishmaniose na atualidade, com isolados clinicos mais
resistentes, mais aptos, a diminuicao da eficacia e da quantidade de farmacos disponiveis para
tratamento, os casos de recidiva e falha de tratamento, ¢ de suma importincia o
desenvolvimento de novos estudos que possam entender completamente a Leishmania e a
forma com essa interage com os medicamentos € no organismo humano, assim como para
elaboragdo de novos farmacos mais eficientes € com um menor nimero de eventos adversos.
Como apresentado e discutido ao longo dessa pesquisa, existem fatores relacionados ao parasito
e ao hospedeiro humanos que corroboram na ocorréncia de FT e RC, sendo essas uma
correlacdo de varios fatores concomitantes ¢ ndo caracteristicas isoladas. Entretanto, varias
questdes sobre a ocorréncia de FT e RC precisam ser respondidas, pois, apesar dos resultados

aqui alcangados, mais experimentos laboratoriais precisam ser realizados, como teste com a
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sensibilidade desses isolados clinicos na forma de amastigotas, incluindo a correlagcdo desses
amastigotas com as varidveis clinicas coletas. Assim, por meio dessas abordagens, espera-se
entender a participacao da sensibilidade dos isolados clinicos aqui apresentados, assim como
todos os dados e informagdes vinculadas ao paciente e os parasito nas ocorréncias de FT e RC,
e que isso encoraje a utilizagdo e o desenvolvimento de pesquisas com variaveis e abordagens
ainda ndo exploradas na literatura para a real e completa compreensao da LV e o papel das
partes envolvidas, para que, futuramente, a recidiva ¢ a falha de tratamento sejam desfechos

clinicos que possam ser previstos e evitados.
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ANEXOS
ANEXO -1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“AVALIACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DA SUCEPTIBILIDADE A
FARMACOS EM ISOLADOS CLINICOS DE Leishmania spp. OBTIDOS EM UMA
AREA ENDEMICA DE LEISHMANIOSES”

Leia atentamente as informagdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de
ndo entender qualquer que seja o item pega mais esclarecimento e s6 assine apos ter certeza de

ter esclarecido todas as suas davidas.

Justificativa e objetivos do estudo

A leishmaniose, conhecida popularmente como calazar, esplenomegalia tropical ou
febre dundun, ocorre quando um mosquito pica um animal infectado a fim de se alimentar e
acaba ingerindo os parasitas. Ao picar uma pessoa, 0 mosquito transfere o parasita para seu
organismo. Qualquer pessoa esta sujeita a ser picada por esses mosquitos € hd um nimero muito
grande de casos da doenga no estado do Maranhao, atingindo tanto adultos quanto criancas. E
muito importante que a doenca seja descoberta o mais cedo possivel, pois, quanto mais tardio
o diagnostico maior sera o dano provocado pela infeccao. O Glucantime® € o principal farmaco
utilizado no tratamento da doenga, mas algumas pessoas nao estdo respondendo a medicagao.
Quando isso ocorre € necessario que o paciente use outros farmacos. Por isso, com esse trabalho
vamos poder entender por que em alguns pacientes o Glucantime® e outros farmacos nao

funcionam e assim nos poderemos descobrir mais cedo se isso em quais individuos esses

farmacos ndo vao funcionar.

De que forma posso auxiliar neste estudo?
Vocé pode auxiliar autorizando que o material resultante do mielograma para analise e

os resultados dos exames possam ser utilizados nesta pesquisa.
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Quais os riscos e limites que podem ser encontrados nos exames?

Sua coleta possui variantes de acordo com o local escolhido, como opg¢des utilizadas
temos os 0ssos esterno, localizado no torax, a crista iliaca, localizada na regido da bacia, ou a
tibia, localizada na perna, tomando os devidos cuidados na colocac¢ao da agulha. Recomenda-
se que as agulhas utilizadas sejam especificas para esta finalidade. A area escolhida para coleta
sera devidamente esterilizada, fazendo uma pressdo firme com movimentos rotativos para
penetrar a agulha na regido cortical do osso. Esse procedimento dura em torno de 40 minutos.

Como o paciente estara anestesiado ndo devera sentir nenhum tipo de desconforto. O
procedimento de coleta da medula 6ssea é seguro, contudo, podem ocorrer complicagdes
relacionadas a anestesia € a coleta propriamente dita, como dor local, que ¢ facilmente
controlada com uso de analgésicos comuns.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sao absolutamente confidenciais, portanto,
serdo comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha

o paciente. A comunicagdo dos resultados a terceiros s6 podera ser realizada mediante

autorizagao do interessado.

Como sera feita esta pesquisa?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma copia deste
documento que devera ser lido, entendido e assinado. Os participantes serdo atendidos pelo
médico que fara algumas perguntas, examinard o paciente e, se necessario, poderad solicitar

alguns exames complementares.

Quais os beneficios e maleficios deste estudo?

Nao haverd nenhuma vantagem direta, tal como remunera¢do, com a participag¢ao neste
estudo, porém, os resultados poderdo ajudar a desenvolver um teste que possa dizem em quais
pacientes os principais farmacos utilizados no tratamento da Leishmaniose ndo tem efeito, o
que podera beneficiar a populacdo em geral no que diz respeito ao controle dessa doenga.

O material bioldgico coletado sera usado exclusivamente para fins desta pesquisa. Os
dados cientificos desta pesquisa serdo divulgados em meio cientifico, porém a sua identidade e

seus dados pessoais serdo preservados.

O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?
O material e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo

armazenados no laboratorio de Genética e Biologia Molecular - Universidade Federal do
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Maranhdo (UFMA). As amostras serdo registradas por numeros, para evitar identificagdo dos
pacientes. A identificagdo dos pacientes sera mantida em sigilo absoluto e estard sob a guarda
dos pesquisadores responsaveis.

A pessoa ou responsavel legal podera escolher entre ser informado ou nao dos resultados
do estudo; aqueles que se interessarem em saber sobre os resultados obtidos com o presente
estudo serdo orientados pela coordenadora geral do Projeto, Dra. Mayara Ingrid Sousa Lima
(professora do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhao), podendo ser
contactada no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular, no enderego: Av. dos
Portugueses, 1966, cidade universitaria do Campus do Bacanga, Sdo Luis, Maranhao, telefone
32728543.

Os pacientes que ndo concordarem em participar da pesquisa ndo terdo nenhum prejuizo
sobre seu tratamento. Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com

o senhor (a).

Qualquer duavida a respeito da pesquisa o senhor (a) podera entrar em contato com:

- Pesquisadora: Mayara Ingrid Sousa Lima. Departamento de Biologia, Universidade Federal
do Maranhao, Campus Universitario do Bacanga, Sao Luis, Maranhdao. CEP: 65080-040;
telefone (98) 3272-8543; e-mail: mayaingrid@yahoo.com.br

-Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa da Universidade Federal
de Maranhdao (CEP/UFMA): Av. dos Portugueses, 1966, Campus Universitario do Bacanga,
Prédio CEB Velho, Sao Luis, Maranhdao. CEP: 65080-805; telefone (98) 3272-8708; e-mail:

cepufma@ufma.com.br.

Sdo Luis, de de 20

Pesquisador Responsavel Voluntério
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ANEXO -1I
Laboratorio de Genética e Biologia Molecular - LabGeM
Contato: (98) 3272 - 8543 (LabGeM) / (98) 98345-7722 (Profa. Dra. Mayara Lima) / (99)
991830832 (Gustavo de Almeida)
FichaN°

Obs: Para essa etapa do projeto sera necessario coletar amostras de no minimo 10 pacientes,
sendo a primeira coleta antes do inicio do tratamento e a segunda coleta depois do
tratamento no mesmo paciente.

Informacoes

MEdIco (2) TESPONSAVEL: ...vviieeiiiieiiiecee e e e
Docente responsavel: Profa. Dra. Mayara Ingrid S. Lima

Discente responsavel: Karina Cristina Silva Braga

Dados do paciente Prontudrio: ..........ccceevvenennne

NOIME: .ttt e Data de Nascimento:  / /
Sexo: () Masculino () Feminino Telefone: ( ) -

25116 3 (<o SO USROS Municipio: ......ccveeevennne.

Acompanhamento médico

- Unidade de Satide: ........cooeiiiiiiiiiiiiie e

- MEdICO TESPONSAVEL: ..ottt

- Forma clinica: ( ) LV ( ) LT Cutanea ( ) LT Difusa ( ) LT Mucosa

- Coinfecgdo: ( ) Nao () HIV+ () outra Especificar:........ccccoeevveviieenneennnnnn.

- Quimioterapia: ( ) Glucantime® () Anfotericina B () outro Especificar..................

- Falha terapéutica: ( )Sim ( )Nao -Recidiva Clinica: ( )Sim ( )Nao
- Historico de tratamento (informar a data e o tempo de tratamento de cada medicamento usado
no paciente):

- Sinais clinicos:

Sitios hemorragicos: ( )Sim ( )Nao
Presenga de Edema: ( )Sim ( )Nao
Ictericia: ()Sim ( )Nao

Vomito: ()Sim ( )Nao
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Dispneia: ()Sim ( )Nao
Infec¢do Bacteriana: ( )Sim ( )Nao

Outros sinais clinicos:

- Exames laboratoriais:
LEUCOCITOS: e
Plaquetas: .......cooevveevciieeeiieeeee e,

CrEatININAL weveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeereeeeeeees

- Desfecho clinico

() alta hospitalar por cura
() obito
() transferéncia hospitalar

() outros. ESPECIfiCar: ....cccviieiiieeiiiecee et

-Coleta

- Coleta realizada () antes ou () depois do inicio do tratamento.
- A coleta foi realizada quantos dias depois do inicio do tratamento: ....... (Somente para “depois
do tratamento”)

Material bioldgico: () sangue () biopsia ( ) raspado dérmico ( ) medula

- Sinalizar os tubos de coleta: () DNA () RNA () Soro () Cultura

Coletado em: / / A S L e e
Recebido em: / / A S e e




