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I. RESUMO

IMUNOTERAPIA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Introducao: A leishmaniose cutinea (LC) € uma endemia em expansao.
Tem-se mostrado que a resposta imune inflamatéria € fundamental na
génese das ulceragdes: (1) Intenso infiltrado inflamatério na lesdo, com
poucos parasitas, (2) producdo elevada de IFN-y e TNF-a in situ, (3)
correlagdo direta entre quantidade de linfocitos ativados e tamanho da
ulcera, (4) tratamento com antimonial na fase pré-ulcerativa ndo impede o
aparecimento da ulcera. Estes dados sustentam a necessidade de se associar
ao tratamento especifico, medicamentos que modulem a resposta imune. A
pentoxifilina surge como potencial terapéutico por inibir a producio de
TNF- a, citocina pré-inflamatéria. Objetivo: Avaliar em um ensaio clinico
controlado de fase III a influéncia da pentoxifilina associada ao antimonial
na resposta imune em pacientes com leishmaniose cutinea. Metodologia:
Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado de 17
pacientes com LC atendidos no posto de satde de Corte de Pedra (BA).
Todos confirmados por PCR ou cultura. Incluidos pacientes apresentado
de 1 a 3 lesOes ulceradas com 1 a 3 meses de evolugao, entre 18 e 65 anos.
Todos foram tratados com antimonial pentavalente (Sb") (20mg/Kg/dia por
via intravenosa) associado com placebo ou pentoxifilina (400mg - 3 vezes
ao dia) por 20 dias. A cura foi definida por critério clinico: cicatriza¢io
total das lesdes 60 dias ap6s término do tratamento.

As concentracoes de TNF-a, CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 foram
determinadas em sobrenadantes de culturas de células mononucleares
estimulada com antigeno de Leishmania pela técnica de Elisa. Resultados:
Falha terap€utica foi observada em 14% dos pacientes tratados com a

associacdo e em 45% do grupo controle (p = 0,05) . Os valores de TNF-a,
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CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 foram mensurados antes e quinze dias (D15)
apos inicio de tratamento. Em ambos os grupos houve diminui¢do de CCL-
3 e TNF-a e aumento dos niveis de CXCL-9 e CXCL-10 no DI15. No
entanto, a queda dos niveis de TNF-a foi maior no grupo da pentoxifilina
(p = 0,004). Conclusao: Associacdo com a pentoxifilina aumentou a taxa
de cura da LC, associado a inibi¢do na produg¢do de TNF-o. Palavras-
chave: 1. Leishmaniose Cutinea; 2. Imunoterapia ; 3. TNF-a ; 4.

Pentoxifilina; 5. Quimiocinas.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar em um ensaio clinico controlado de fase III a influéncia da
pentoxifilina associada ao antimonial na resposta imune em pacientes com

leishmaniose cutanea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar a eficdcia da associa¢ao pentoxifilina e antimonial com o
tratamento convencional da leishmaniose cutinea;

2. Caracterizar e comparar a resposta imune dos pacientes em uso da

associacdo e dos pacientes no grupo controle, através da dosagem de TNF-

a, CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 no sangue periférico.



19

ITII. INTRODUCAO

A Leishmaniose é doenca endémica, que apresenta distribuicdo
mundial com uma incidéncia anual de 1 a 1,5 milhdes de caso (Desjeux et
al., 1992). Aproximadamente 20 espécies de Leishmania podem levar as
formas tegumentar e visceral. Os principais agentes da leishmaniose
cutanea no novo mundo sao L. braziliensis, L. guyanensis, L. braziliensis
panamensis, L. mexicana amazonensis, L. mexicana mexicana (Desjeux et
al., 1992; Lainson et al., 1983) . Formas classicas de leishmaniose
tegumentar americana (L'TA) sdo a cutinea, disseminada, difusa e mucosa
(Jones et al., 1987).

O protozodrio infecta e se prolifera em macrofagos, desencadeando
uma ativacdo da resposta Thl — mediada pelos linfocitos CD4. Essas
células produzem IFN-y, ativando os macréfagos. Na auséncia desta
resposta, ocorre a leishmaniose cutaneo difusa (LCD) — onde se observam
multiplas lesdes nodulares com macrofagos cheios de parasitas (Sher et al.,
1992). A leishmaniose cutinea (LC) é caracterizada por tlcera Unica ou
multipla com borda bem delimitada e aspecto granulomatoso. Estudos
sugerem um desequilibrio da resposta imune nas formas cutanea e mucosa,
conduzindo a uma exacerbacdo da resposta inflamatéria e
conseqiientemente, o dano tecidual (Faria et al., 2005).

As lesdes sao caracterizadas por: (1) Infiltrado inflamatoério rico e
com poucos parasitas (Faria et al., 2005), (2) IFN-y e TNF-a em
concentracdes altas nas células mononucleares do sangue periférico e no
tecido (Bacellar et al.,2002) , (3) células T CD4+ e T CD8 freqiientes nas
lesdes (Faria et al., 2005), (4) ha correlacdo entre citocinas inflamatodrias e
tamanho da ulcera (Antonelli et al., 2005) , (5) IFN-y e TNF-a decrescem
apoOs terapia e cura da doenca (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998), (6)

tratamento precoce com antimonial antes da formacdo da ulcera €
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associado a alto indice de falha, sugerindo-se a estreita relacdo da resposta
inflamatdria ao aparecimento da ulcera (Machado et al., 2002).

Portanto, estes dados indicam que a resposta imune exacerbada e
com predominio do componente inflamatério sdo fundamentais na
patogénese da doenca. Drogas que modulam esta resposta imune, quando
associadas ao antimonio, diminuem o tempo de doenca (Machado et al.,
2007).

CXCL-9 (C-X-C motif chemokine 9) e CXCL-10 (C-X-C motif
chemokine 10) s3ao fundamentais na resposta imune inata. Essas
quimiocinas tem afinidade por células que expressam receptores CXCR-3,
como as CD4+, CD8+, células NK, macréfagos e células dendriticas
(Oghumu et al., 2010). CXCL-9, induzida por IFN-y, induz quimio-atra¢ao
de células T e a CXCL-10 — secretada por vdrias linhagens celulares em
resposta ao IFN-y (Teixeira et al., 2006).

A quimiocina CCL-3 ou Chemokine (C-C motif) ligand 3 ¢
responsavel pelo recrutamento e ativacdo de polimorfonucleares em
estados inflamatorios agudos; atrai macrofagos e poucas células CD4+ em
lesdes de leishmaniose cutanea disseminada (LD) (Oghumu et al., 2010).

O tratamento da LTA ainda é um desafio. O Sb" usado
1soladamente esta associado a 10 a 40% de falha terapéutica na forma
cutanea classica (O’Neal et al., 2007) . A pentoxifilina associada ao
antimonial acelera o tempo de cura em leishmaniose mucosa (LM) e
também nas formas cutaneas (Machado et al., 2007). Esta droga bloqueia a
transcricdlo de TNF-a pelo RNA-m dos macrofagos, diminuindo a
expressao da molécula de adesdo intracelular (ICAM-1) in vivo e in vitro
(Neuner et al., 1997).

Nosso trabalho estuda, através de um ensaio clinico, a relagdo entre
a resposta imune e a resposta terapéutica em pacientes tratados com

antimonial isoladamente ou associado a pentoxifilina.
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IV - REVISAO DE LITERATURA

IV.1 - Introducao

A leishmaniose € uma das seis mais importantes doengas, no grupo
de doencas tropicais, pela Organizacdo Mundial de Satde. Apresenta uma
alta incidéncia — média de 1,5 milhdes de pessoas/ano (Desjeux et al.,
1992). O seu agente etioldgico é o parasito do género Leishmania. E uma
doenga espectral, em alguns casos auto resolutiva, mas desfigurante. O
espectro varia de formas assintomaticas e sub-clinicas a formas cutineas,
mucosas, cutaneo-mucosas, disseminadas (definida por mais de dez lesdes
papulares e/ou acneiformes e/ou ulceradas em pelo menos duas partes do
corpo) até a forma visceral. Desnutricdo, defici€éncia de ferro e sexo
masculino tem sido associados as formas mais severas (Machado-Coelho et
al., 2005). A maioria dos pacientes com LC (90%) sao procedentes do
Iran, Afeganistdo, Paquistdo, Siria, Ardbia Saudita, Peru e Brasil (Murray
et al., 2005). Aproximadamente 20 espécies de Leishmania sao mais
envolvidas na doenca. Os principais agentes da leishmaniose cutinea no
Novo Mundo sdo L. braziliensis, L. guyanensis, L. braziliensis panamensis,
L. mexicana amazonensis, L. mexicana mexicana (Desjeux et al., 1992;

Lainson et al., 1983).
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IV.2 - Fisiopatologia

O agente da leishmaniose € transmitido através da picada de
flebotomineo fémea do género Lutzomia. E um parasito intracelular
obrigatorio, invade macréfagos e células dendriticas; que foram atraidas
pela saliva do inseto apds a picada, onde se prolifera.

Essas células captam o parasita, migram para o linfonodo,
transformando-se em células dendriticas maduras e o apresentam para as
células T. Adicionalmente, essas células apresentadoras de antigeno sao
também fonte de IL-12, citocina crucial para a inducdo da resposta Thl
(Ritter et al., 2002).

As células Thl sdo atraidas para o sitio da infec¢do, produzindo
CCL-2, que por sua vez ativa as células NK, produzindo grande quantidade
de IFN-y. A CCL-2 e o IFN-y agem sinergicamente, ativando macr6fagos
e, portanto, interferindo com a resposta de imunidade inata. Receptores de
CCL-2 (CCR-2) estao presentes nas superficies de células dendriticas; no
entanto, na LD estao ausentes ou diminuidos (Ritter et al., 2002). Altas
concentragdes de CCL-2 estao presentes na LC e diminuidos na LCD.
Como mecanismo de defesa, na superficie do parasito, o glicolipidio mais
abundante de sua superficie — o lipofosfoglican (LPG) — inibe a producado
de CCL-2 pelas células endoteliais — dificultando o seu transito (Oghumu et
al., 2010).

Na condugdo das fases iniciais da resposta imune o papel das
quimiocinas e seus receptores € crucial, colaborando com a evolucdo para
as diferentes formas clinicas descritas na LTA. Assim, enquanto na LC
localizada existe uma resposta Th1l predominante, na LCD a resposta Th2 é

dominante (Oghumu et al., 2010; Coler et al., 2005).
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Figura I: Resposta Imune na leishmaniose cutinea
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IV.2.1 - Resposta Thl

A IL-12 e o IFN-y coordenam a resposta Thl com o recrutamento
de células efetoras : CD4+, CD8+, macréfagos e células NK. As células T
produtoras de IFN-y e IL-2 sdo denominadas Thl, ativando macréfagos
com atividade citotoxica (Heinzel et al., 1991) . Essas interleucinas tem
acdo fundamental na eliminag¢do dos parasitos: o IFN-y € relacionado a

producdo de 6xido nitrico e intermedidrios do nitrogénio.
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A resolu¢do da LC localizada é determinada pele aquisicdo da
resposta imune celular (Thl). A intensidade desta resposta depende das
linfocinas produzidas por linfécitos, macrofagos e queratindcitos. O
desequilibrio nesta producao resulta na ulcera (Pirmez et al., 1993).

II-1 beta () e TNF-a estdo presentes em todas as manifestagdes
tegumentares da leishmaniose. O TNF-a é produzido por mondcitos /
macrofagos ativados em resposta a produtos de membrana que se ligam a
receptores toll-like, sendo também produzido por células NK.

I1-6 e GM-CSF, produzido pelos macréfagos, estdo presentes em
metade dos pacientes com leishmaniose tegumentar. Assim como o TNF-a
e a IL-1 beta (B), todas essas citocinas se apresentam em niveis elevados na

LC, LM e na intradermoreacao de Montenegro (Pirmez et al., 1993).

IV.2.2 - Papel do TNF - a na resposta Thl:

O TNF-o participa do dano tecidual em inflamagdes cronicas,
doencas infecciosas e auto-imunes. E uma citocina pré-inflamatéria que
divide com a IL-1 atividades bioldgicas importantes: Ativacdo endotelial,
inducdo de febre e estimulacdo de sintese de proteinas de fase aguda.
Participa também do choque séptico; apresenta acdo no crescimento de
células tumorais e na sindrome consumptiva (Kollias et al.,1999; Martin et
al., 2003).

A transcricdo do TNF-a € controlada por fatores nucleares: «f3 e
NF-k-B. O TNF-a age através de sua ligacdo com receptores especificos de
membrana: TNF-I e TNF-II. A distribui¢iao desses receptores em diferentes
células coordena as diversas acOes desta citocina: As epiteliais expressam

TNF-I e as linfoides, TNF-II. O TNF-o age sobre o crescimento,

diferenciacao e apoptose de células imunes e ndo imunes; age nas respostas
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agudas as infeccoes e no restabelecimento da homeostase (Kassiotis et al.,
2001).

O TNF-a é determinante na inflamacdo e seus instrumentos na
injuria imunoldgica sdo os eicosanodides, prostaglandinas, proteases e

leucotrienos (Blam et al., 2001).

IV. 2.3 - Efeitos do TNF-a:

eAumenta a expressio do complexo maior de
histocompatibilidade classe I (MHC-II) (Blam et al., 2001).

e Ativa a expressdao de moléculas de adesao ICAM-1 em
células endoteliais, envolvidas no transito de células entre sangue
e tecido (Kassiotis et al., 2001; Witkamp et al., 2000).

e Aumenta secrecdo celular de citocinas (Blam et al.,
2001).

eDepleta glutationa celular (antioxidante potente)
(Witkamp et al., 2000).

eInduz secrecdo de metaloproteinases e Oxido nitroso
(NO), levando a morte celular. (Kollias et al., 1999 ; Witkamp et
al., 2000).

ePotencializa a apoptose e a citotoxicidade (Kollias et

al.,1999; Witkamp et al., 2000).

IV.2.4 - Resposta inflamatoria tecidual na LC

As quimiocinas sdo divididas em 02 grupos: CXC — onde as 02

primeiras cisteinas sdo separadas por 01 aminodcido e o grupo — CC, onde

as cisteinas sao vizinhas. A LC e LD diferem nao s6 em severidade e curso,
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mas também pelo perfil de quimiocinas e pela composicao de células
inflamatdrias no soro e no sitio da infecc¢ao.

A resposta Thl, orquestrada pela IL-12 e pelo IFN-y recruta
macréfagos, células NK, CD4+ e CD8+ para o sitio da infeccdo (Heinzel et
al., 1991). Em lesOes auto-resolutivas, que predominantemente  se
apresentam como ulceras classicas, CCL-2, CXCL-9 e CXCL-10 estao
associadas ao infiltrado dérmico composto de macrofagos e células CD4+
(Ritter et al., 2002). CXCL-9 e CXCL-10 sdo fundamentais na resposta
imune inata. Essas quimiocinas t€m afinidade por células que expressam
receptores CCR-3, como as CD4+, CDS8+, células NK, macréfagos e
células dendriticas (Oghumu et al., 2010). CXCL-10 aumenta a
citotoxicidade das células NK, representando acao protetora na LC. CCL-2
e CCL-3 tem atividade anti-leishmanidtica. Em LD a expressao de CCL-2
¢ diminuida.

O parasito pode, seletivamente, inibir a producdo de CXCL -10 por

parte dos neutréfilos, adquirindo resisténcia (Oghumu et al., 2010).

Tabela I: Perfil de infeccio em humanos. Principais quimiocinas,

receptores de quimiocinas e seus efeitos biolégicos na leishmaniose.

Chemokine  Parasite Biological effect

o2 L mexicana Attract macrophages to CL* lesions Ritter and Korner (2002 )

CXCL9, 10 L mexicana Attract CD4™ cells (Thl) to CL* lesions Ritter and Korner (2002)

s L mexicana Attract macrophages and few CD4™ cells (Th2) to DCL* lesions Ritter and Korner (2002)

CCcLy L major Attract Th2 cells to lesion site Katzman and Fowell (2008)

CXCLB L major Attract neutrophils to lesion Badolato et al. { 1996); Venuprasad et al. (2002)

o2 L major Attract T cells, NK cells, induce anti-leishmanial activity in Macs Romao et al. {2009)

CCR2 L major Migration of DCs to lymph node and T cell areas of spleen Sato et al. (2000)

CCLS L major Contributes to resistance to parasite Santiago et al, (2004)

CCRS L major Treg migraton to dermal sites and parasite persistence Yurchenko et al. (2006

CCL4 L major Attract macrophages to lesion site van Zandbergen et al. (2004)

ofle, 10 L Attract CD8*, CD4" T cells, macrophages and dendritic cells Vasquez et al. (2008)
amazonensis

CXCL10 L major Attracts Thl cells and activates them to release [FN-y Zaph and Scott (2003)

CXCR3 L major Th1 migration to skin lesions Rosas et al. (2005)

L2 L infantum Induction of Th2 cells and parasite persistence in the spleen Rousseau et al. (2001)

MIP1 L donovari Attrad monocytes to liver Cotterell et al. (1999)

CXCL10 L donovari Attract CD4” and CD8” cells and prolonged expression contributes to granuloma formation and parasite eliminaton in liver Cotterell et al.

(1999)

ocLg, 21 L donovani Downregulation inhibits dendritic cell migration to PALS Engwerda et al. (2002)

CCR7 L donovari Downregulation in DCs impairs migration to T cell areas of spleen Ato et al. (2002)

CCRS L donovari Enhances susceptibility to infection Sato et al. {1999); Bhattacharyya et al. (2008)

Fonte: Oghumu et al., 2010.
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Existe uma correlacdo entre didmetro da lesdo na LC e freqiiéncia
de producgdo de citocinas inflamatérias (Antonelli et al., 2005); TNF-a e
IFN-y diminuem no sitio da infec¢do ap0s terapia e cura (Ribeiro-de-Jesus
et al., 1998); o tratamento precoce da leishmaniose antes do aparecimento
da ulcera classica, associa-se a altos indices de falha terapé€utica -
sugerindo que o processo inflamatério € fundamental no aparecimento da
ulcera (Machado et al., 2002; Unger et al., 2009). Em lesdes de 15 a 30
dias, foi evidenciado que a intensidade do processo inflamatério €
proporcional ao nimero de TCD8+ que expressam granzima A (molécula
citotéxica) e que a resposta citotoxica antes do aparecimento da ulcera estd
associada a expressao de TIA-1 e a vasculite granulomatosa, obliterando o
limen dos vasos (Machado et al. , 2002).

Na LC o rico infiltrado inflamatério, contrasta com a pobreza de
parasitos (Faria et al., 2005; Bittencourt et al., 2001), no entanto a
cicatrizacdo das lesdes ndo garante a cura parasitologica ja que a presenca
do parasito foi descrita em cicatrizes 8 anos apds o tratamento e cura

clinica (D’utra-e-Silva, 1915).

IV. 2.5 - Leishmaniose mucosa e leishmaniose disseminada:

Na LM existe uma associacao da resposta imune celular (Thl) e
humoral (Th2). A IL-4, IL-10 e a IL-13 s3o marcadores da resposta
humoral. Os niveis de IL-4 sdo elevados na LM, diminuindo a resposta
celular mediada (Pirmez et al., 1993). Ha diminuicdo de IFN-y,
equivaléncia de niveis de TNF-o em relacio a LC e diminuicio
significativa da IL-10. A rela¢do IFN- y / IL-10 € maior que na LC; em
virtude da queda acentuada dessa citocina na LM — o que gera: inibicdo da
producdo de intermedidrios do nitrogénio por macréfagos ativados,

aumento da produgao de IL-12 e TNF-a (resposta Th1), sinergia com TGF-
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B (inibindo a atividade microbicida) e desvio Th2 (co-estimulada por
moléculas apresentadoras de antigeno). Em LC a IL-10 tem acdo protetora
(Salhi et al., 2008). Na LM o numero de receptores de IL-10 esta
diminuido, o que explica a exacerbacdo local da resposta inflamatdria
mediada pela alta producao de IFN-y e TNF-o ( Faria et al., 2005).

IL-10 e IL-27 diminuem os niveis de TNF-o em cultura de
individuos sadios PPD estimulados, mas na pratica clinica a oferta dessas
interleucinas ndo favorece a diminui¢cao de TNF-a e IFN-y .

CCL-2 é diminuido na LD em relacdo a LC. Nao houve diferencas
entre os niveis de IFN-y, TNF-a e TGF-f; assim com de CCL-2, CCL-3,
CCL-11 e CCL-10 comparando-se lesdes papulares e ulceradas na LD com
as ulceras classicas da LC (Carvalho et al., 2007).

Mostrou-se também que na LD ha uma menor produg¢do de TNF-a
no sangue periférico em relacdo a LC e LM, porém os niveis desta citocina
se encontram mais altos nos pacientes que possuem doenca mucosa
associada, o que indica o papel patogénico do TNF-o na lesdo mucosa

(Carvalho et al., 2007).

IV.2.6 - Formas clinicas atipicas

Manifestacdes atipicas da LC podem ser verrucosas, vegetativas,
crostosas ou lupodides. Equivalem a aproximadamente 2,5% dos casos,
acometem predominantemente homens e em regido da face (Guimaraes et
al., 2008). Co-infeccdo com HIV estd presente em menos de 6% dos casos
(Machado et al., 2010). Reativacdo da infeccdo ou exacerbacdo € o
habitual. LesOes viscerais ocorrem quando niveis de CD4 encontram
inferiores a 200mg /dl; sindrome de reconstitui¢do inflamatéria tem sido
descrita apds utilizacdo da terapia anti-retroviral (HAART) (Chrusciak-

Talhari et al., 2009). Outras enfermidades que cursam com
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imunossupressao como diabetes, desnutricdo, tuberculose, radioterapia e
transplantes evoluem de forma similar (Weigle et al., 1996).

Gravidez ¢ um importante fator de risco para leishmaniose atipica.
Um estudo retrospectivo de Morgan et al. (2007) mostrou que lesdes em
gravidas sdo maiores que as controle: lesdes exofiticas ocorrem em 42%
dos casos e doenga disseminada em 11,5%. Nascimento pré-termo (11,5%)

e natimortos (10,5%) foram relatados.

IV. 3 — Diagnéstico

Os métodos diagndsticos podem ser subdivididos em:

Diretos: Cultura: O material da base da tlcera € rico e a combinacao
de microscopia e cultura aumenta a sensibilidade diagndstica em até 85%.

PCR: Reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction) € um método de amplificacao (de criacdo de multiplas copias) de
DNA (4cido desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo vivo. A
cultura ou andlise de DNA permite a identificacdo precisa da espécie. A
deteccdo do parasito por técnica de PCR € sensivel para o diagndstico de
LM e LC, no entanto, cultura e PCR sao técnicas laboratoriais de dificil
execucdo (Murray et al., 2005). .

Indiretos: Sorologia: Anticorpos anti-leishmania séricos podem ser
detectados através de testes padronizados e sensiveis, mas na pratica o
diagndstico € realizado através da identificacdo microscopica do parasito
em biopsias ou esfregacos (Murray et al., 2005).

Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM): Consiste em
uma reacdo de hipersensibilidade retardada, mensurdvel através da
presenca de inflamacdo, eritema ou mesmo erupgao cutanea caracteristicas,
induzidas em uma dada regido da pele do paciente apds a injecdo

intradérmica de uma solucdo salina metiolada contendo antigenos
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inoperantes ou partes destes previamente preparados por processo de lise

celular, liofiliza¢ao e/ou outros (Mayrink et al., 1989).

IV. 4 - Tratamento

A droga de primeira escolha é o Sb", existente sob duas formas: o
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime) e o estibogluconato de
sodio (Pentostam) - para padronizacdo do esquema terapéutico a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que seja calculado em
mg/Sb'/kg/dia (Gontijo et al., 2003). O seu mecanismo de agdo é
desconhecido, acredita-se tenha a¢do no macréfago do hospedeiro (Croft et
al., 2003). Os efeitos colaterais mais freqiientes sdo artralgia, mialgia,
inapeténcia, cefaléia, febre, vOmitos, tontura e inchaco no local da
aplicacdo. A cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade limitam
sua seguranca (Gontijo et al., 2003). Abortivos, ndo devem ser
administrados em gestantes.

A Anfotericina B, antifungico da classe dos polienos, produzido por
cultura de actinomicetos Streptomyces nodosus uma bactéria filamentosa.
Com agdo leishmanicida, € a droga de segunda escolha empregada quando
nao se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade
de seu uso. Age alterando a membrana celular do parasito, gerando um
desequilibrio 16nico (Croft et al., 2003). Anfotericina B tem indice de cura
maior que o antimonial na LM (Amato et al., 2007).

A Pentamidina € um medicamento que age no DNA do cinetoplasto
do parasito, de facil aplicacdo, porém custo alto. Os seus resultados sdo
inferiores ao Sb', conforme revisio sistematica (Gonzalez et al., 2009).

A Paramomicina é um aminoglicosideo e age nas bactérias na
unidade 30S do ribossomo — inibindo a sintese de RNA. Na leishmaniose

age também na mitocOndria do parasito. A associagdo Paramomicina +
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Antimonial € altamente efetiva, com cura em 95% dos casos (EI-On et al.,
2009).

A Miltefosina é uma droga usada inicialmente como agente
antitumoral e posteriormente no tratamento da Leishmaniose Visceral na
India (Sundar et al., 2012), surgindo como opcdo terapéutica de maior
praticidade por ser administrada por via oral. Seu mecanismo de acdo se da
por interferéncia nos sinais de transducdo e na sintese de fosfatidilcolina
(Amato et al., 2007). Os estudos na LC mostram resultados diversos,
dependendo do pais e da espécie de Leishmania (Soto et al., 2008; Vélez et
al., 2010; Machado & Penna 2011). No entanto, em dois ensaios clinicos
brasileiros, houve superioridade da Miltefosina em compara¢do ao Sb"
(Machado et al. 2010, Chrusciak-Talhari et al. 2011). Esses resultados nao
foram mantidos em criangas, sendo atribuido este fato a dificuldade de

ingesta dos comprimidos e pela biodisponibilidade da droga em criangas

(Machado et al., 2010).

IV. 4.1 - Resisténcia a terapia com Sb":

A selecdo de Leishmania resistente a terapia com antimonial tem
mecanismo desconhecido. Bases multifatoriais da resposta terapéutica t€ém
obscurecido a relacdo susceptibilidade a droga e resposta clinica. Fatores
como: imunidade do hospedeiro, fatores farmacoldgicos, manufatura e lote
da droga, susceptibilidade das diferentes espécies de Leishmania
influenciam nessa relagdo. Em geral, a resisténcia ao Sb' é adquirida
durante o tratamento (Rojas et al., 2006) e varia de 10 a 40% dos casos
(O’Neal et al., 2007).

A acdo do antimonial no amastigota € através de transporte
desconhecido ou pela aquaglicerporina (AQP1). No parasito, a droga (Sb")
pode ser convertida a Sb” III por thiols ou por redutases ACR2 ou TRDI.



32

Sb” III provavelmente interage com algum alvo celular, formando

conjugados com vdrios thiols- como a cisteina, glutationa e tripanotiona.
Nao se conhece onde a formagcdo desses conjugados €

enzimaticamente mediada ou nao. Em casos de resisténcia, os niveis de

tripanotiona estdo elevados (Ouellette et al., 2004).

Figura II: Mecanismos de resisténcia a droga
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IV. 4.2 - Imunoterapia:

Em virtude do alto indice de falha terapéutica, do curso prolongado
e do desenvolvimento de espécies resistentes tem-se buscado opcoes
terapéuticas associadas ao tratamento padrdo com Sb".

Os imunomoduladores se destacam nesse arsenal, desde que a
leishmaniose se mostra uma enfermidade essencialmente imuno-mediada.

Estudos com Imiquimode tem sido realizados hd mais de uma
década. Esta droga ativa os receptores foll like (7 e 8) presentes na
superficie de células apresentadoras de antigeno, aumentando a produgio
de IFN-y, TNF-a, IL-le IL-12 : estimulando macr6fagos a produzirem
oxido nitrico (NO), favorecendo a morte do parasito pela indugcdo da
resposta Thl. Pode também ativar diretamente o macréfago infestado com
a forma amastigota. No entanto, de forma isolada, o Imiquimode pode
reduzir o tamanho da lesdo, mas nao cura. Associado a Paramomicina ou
Miltefosina atinge indices de cura de até 80% (Miranda-Verastegui et al.,
2009).

O GM-CSF pode acelerar a cura por 03 possiveis mecanismos:
ativacdo de macrofagos, estimulo da cicatrizacio e modulagdo
imunolégica. O seu uso associado ao Sb' reduz a dose e o tempo de
tratamento e, conseqiientemente, sua toxicicidade (Almeida et al.,1999).

As vacinas participam das opg¢Oes terap€uticas. Ensaio clinico
composta por forma promastigota de cadeia isolada de L. amazonensis foi
realizado em 2002; e mostrou-se util nos casos niao responsivos a SB"
1soladamente, com HIV ou que apresentassem LD. Parece induzir resposta
Th1 pelo aumento de IFN-y. A cura foi obtida associando-a ao Sb" (com
dose reduzida em 50%) (Machado-Pinto et al., 2002).

Evidenciou-se que a LC em pacientes co-infectados com helmintos

demorava mais em curar (O’Neal et al.,2007). Os helmintos modulam a
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resposta imune, modificando o curso clinico de doengcas como asma e
doenca de Crohn. Estdo relacionados a indugdo de IL-10, a qual modifica a
resposta Thl em direcido a Th2. No entanto, a terapia anti-helmintica
associada ao Sb" ndo acelerou a cura da LC (Newlove et al., 2011).
Finalmente, o entendimento de que uma resposta imune
inflamatoria e exacerbada € importante na patogénese da LC e que o TNF-
o desempenha um papel importante nesse contexto, abriu perspectiva para
o uso da pentoxifilina como nova op¢do na imunoterapia associada ao

tratamento da LC.

IV. 4.3 - Pentoxifilina

A pentoxifilina € uma metilxantina que inibe a fosfodiesteras IV
(PDE 1V), o que impede a degradacdo de AMP-ciclico (AMP-c) e
prostanodides, aumentando a concentracao intracelular de AMP-c em células
pro-inflamatorias e do sistema imune (Eigler et al., 1997).

O aumento do AMP-c regula negativamente a expressao dos fatores
de transcricdo NF-kB e NF-AT. A inibicdo desse fatores contribui no
bloqueio da sintese de TNF-a, por inibir a mensagem de transcri¢io RNA-
m de macrofagos; diminuindo também in vivo e in vitro a expressao de
moléculas de adesao intra-celular 1 (ICAM-1) em mondcitos (Neuner et al.,
1997).

A pentoxifilina tem ac¢do hemorreoldgica, favorecendo a
flexibilidade de hemadcias; facilitando o transito através de capilares e
promovendo também a degranulacdo de plaquetas (Blam et al., 1996). Esta
droga tem sido usada em doencas inflamatorias e infecciosas como: SARA
(Sindrome de Angustia Respiratéria Aguda) (Martin et al., 2003) ;
osteomielite (Blam et al., 1996); mielopatia associada ao HTLV-1

(HAM/TSP) (Shirabe et al., 1997) , LM e LC (Machado et al., 2007).
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A convicgao de que a leishmaniose € associada a resposta imune
intensa € com componentes pro-inflamatérios desbalanceados; fortalece o
uso de imunomoduladores que tenham o TNF-a como alvo de modulacao.

Em todos os estudos acima referidos, a dose de pentoxifilina variou

de 300 a 1200mg/dia e ndo houveram efeitos toxicos relevantes.
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V - CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1 — Modelo do estudo

Ensaio clinico controlado, duplo-cego, randomizado de fase III,
comparando a associacdo de pentoxifilina com antimonial pentavalente
(grupo de estudo) e placebo associado ao antimonial pentavalente (grupo

controle) no tratamento da LC.

V.2- Populacao do estudo e randomizacao

O estudo tem como base a populagdo do posto de saude de Corte de
Pedra, no municipio de Tancredo Neves (BA), area de transmissdo de L.
braziliensis. Os pacientes tiveram o diagndstico de LC confirmado por
critério clinico (presencga de tulcera classica) e critérios laboratoriais: PCR
ou positividade da cultura para Leishmania ou intradermoreacdo de
Montenegro. Foram incluidos os pacientes que concordem em participar do
estudo, mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) — Anexo 1.

Os pacientes foram alocados em 2 grupos: 10 pacientes no grupo de
estudo (pentoxifilina com antimonial pentavalente) e 10 pacientes no grupo

controle (placebo com antimonial pentavalente).

V. 3 = Critérios de Inclusao

o Leishmaniose cutanea ulcerada, nao tratada e

diagnostico laboratorial obtido com pelo menos um dos
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seguintes exames: PCR ou cultura para leishmania positivo(a),

intradermoreacdo de Montenegro positiva;
o Idade: 18 a 65 anos;
o  Sexo: masculino e feminino elegiveis;

o Presenca de no minimo 1 lesdo ulcerada, em

qualquer localizac¢io;
o Presenca de no maximo 3 lesdes ulceradas;
o Diametro das lesoes variando entre 1 € 5 cm;

o  Evolucdo clinica da doenga nao inferior a I més e

nao superior a 3 meses

V.4 - Critérios de exclusao

Preocupagoes de seguranca:

o Evidéncia de doenca subjacente grave (cardiaca,

renal, hepética, pulmonar) ou maligna;

o Pacientes com imunodefici€ncia ou anticorpo para

HIV;

o  Desnutri¢ao protéica e/ou caldrica grave;

o Qualquer doengca infecto-contagiosa, nao-
controlada

o  Mulheres gravidas ou lactentes;

o Alergia ao antimoniato ou a pentoxifilina.
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Falta de adequabilidade para este estudo:
o Tratamento anterior para leishmaniose;

o Pacientes LC sem lesdo (des) ulcerada(s);

Razoes administrativas:

Incapacidade ou negacdo em assinar o consentimento informado
(paciente e/ou pais/representante legal); ndo disponibilidade para as visitas

ou para os procedimentos do estudo.

V.5- Administracao dos tratamentos do estudo

Antimoniato de meglumina — ampolas com 5ml contendo 81mg de
antiménio pentavalente (Sb') por ml: dose de 20mg/kg/dia por 20 dias,

administrado por via endovenosa (sem necessidade de dilui¢do).

o Pentoxifilina — cdapsulas contendo 400mg de
pentoxifilina, deglutidas apds as trés principais refeigdes,
durante 20 dias em paralelo ao uso do antimoniato de

meglumina.

o Placebo - cdpsulas contendo placebo serdo
deglutidos apoés as trés principais refei¢oes, durante 20 dias,

em paralelo ao uso do antimoniato de meglumina.
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V.6 - Acompanhamento:

@ Os pacientes serdo  avaliados  clinico-
laboratorialmente antes de iniciar o tratamento e 15 dias ap6s o

mesmo;

o Avaliagdo clinica mensal nos 3 primeiros meses
apoOs o tratamento, sendo a ultima avaliagcdo clinica 1 ano ap6s o

inicio da terapéutica;

0 Os pacientes deverdo devolver as ampolas de Sb”
e as cartelas de pentoxifilina ou placebo a cada visita (usadas e
ndo usadas), devendo-se fazer uma anamnese dirigida para

detectar uso irregular da medicacdo.

V.7 - Critério de cura

Cicatrizacgdo total da(s) lesdo (Oes), sessenta dias apds o inicio do

tratamento.

V.8 - Critério de falha terapéutica

o Persisténcia da ulceracdo ou infiltragdo na borda
da lesdo, 90 dias apds o inicio da terapéutica;

o Recidiva da doenca ou aparecimento de lesdo
mucosa apods o inicio do tratamento, em acompanhamento de

até 1 ano;
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o Efeito colateral importante ou alergia as drogas

utilizadas que impliquem na interrupg¢do do tratamento.

V.9 — Procedimento em caso de falha terapéutica

o Nos pacientes considerados falha terapéutica, uma
nova série de antimonial serd fornecida, com igual dose, por
20 dias. A persisténcia de atividade indicard tratamento com

Anfotericina B.

o Pacientes que apresentarem infec¢des associadas

serd feito uso de antibidtico sistémico por sete a dez dias.

V.10 - Critérios para retirada do estudo e consideracoes de

seguranca

o Intolerancia ao esquema terapéutico - efeitos
colaterais moderados ou severos que impecam a continuidade
do esquema terapéutico. Os moderados sdo sinais ou
sintomas que necessitem suspensdo tempordria do
tratamento. Os severos ndo mantém a medicac¢do, incluindo
alteracoes da funcdo renal, hepdtica ou cardiaca,

manifestadas clinicamente.

o Falha na administracao de trés doses consecutivas
ou necessidade de mais de 30 dias para realizacdo do
tratamento;

o Solicita¢do expressa do paciente para se retirar do

estudo.
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o O investigador devera perguntar ao paciente em
cada visita, se ele/ela apresentou ou ndo qualquer problema
médico incomum.

o Todos os eventos adversos que ocorrerem durante
o tratamento do estudo devem ser documentados,
independentemente da suposi¢do de uma relagdo causal, na
pégina respectiva da ficha clinica (CRF). A documentagdo de
eventos adversos inclui data de inicio e término, e gravidade
de acordo com a escala CTCAE (Trotti, 2003). O
investigador também devera avaliar a probabilidade de uma
relacdo causal do evento adverso com a medica¢do do estudo

como provavel, ndo avalidvel, ou improvével.

V.11 Analises clinicas laboratoriais

De cada paciente foi coletado uma amostra de 20 ml de sangue
venoso periférico, para a realizacao de testes laboratoriais, antes e 15 dias
apos o inicio do tratamento, € compreenderdao os seguintes parametros:

Hematologia: leucécitos, hemoglobina, plaquetas
Substratos: creatinina, uréia

Enzimas: SGOT/AST, SGPT/ALT

Gravidez: Beta-hCG; presenca ou auséncia; em mulheres

que possam engravidar.

V.12 Avaliacao da producao de citocinas e quimiocinas

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas de 20

mililitros de sangue venoso heparinizado, por centrifugacdo, usando o
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gradiente de separacdo ficoll-hypaque (Organon Teknika, Durnham, NC,
USA). Ap6s lavadas em solugdo salina, foram suspensas em RPMI 1640
(Gibco, Gran Island NY) suplementado com 10% de soro inativado AB'e
antibiéticos. As células foram ajustadas para a concentracdo del0’/ml e
aliquotas de 0,1ml (10° células foram encubadas em placas de 24 pogos a
37° C com 5% de CO, com ou sem adi¢do de antigeno solivel de
Leishmania (SLA) na concentracdo Sug/ml. Apo6s 72h, sobrenadantes
foram coletados e TNF-o, CCL3, CXCL-9 e CXCL-10 foram mensurados
pela técnica ELISA usando reagentes R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Os resultados foram expressos em pg/ml. O antigeno soltvel de

Leishmania (SLA) foi preparado a partir de cepa isolada de paciente com

LM (Reed et al., 1986).

V.13 — Analise estatistica

A comparagdo entre a resposta imunoldgica dos dois grupos
placebo e pentoxifilina foi realizada pelo teste pareado de Wilcoxon. O
teste ndo paramétrico foi escolhido considerando-se que a amostra nio
respeitava uma distribuicdo Gaussiana. A diferenga entre os grupos foi

considerada significante quando o valor de p foi maior que 0,05.

V.14 — Consideracoes éticas

Este estudo foi elaborado segundo as diretrizes éticas internacionais
para pesquisas Biomédicas envolvendo seres humanos (Resolucdo 196/96
CNS, 1996), e foi submetido a julgamento pela Comissio de Etica em
Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira da Universidade Federal da

Bahia.
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Antes do ingresso na pesquisa, 0s pacientes forneceram o
consentimento voluntdrio ap6s informacdo, por escrito, o qual consta de
todas as informagdes sobre a pesquisa, incluindo exames e tratamentos a
que serdo submetidos, além da garantia de que continuardo a receber
devida assisténcia médica caso se recusem a fazer parte do estudo ou que

dele quiserem se retirar (ANEXO I).
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VI - RESULTADOS

Os pacientes que receberam Sb’ associado a placebo ou a
pentoxifilina ndo diferiram nas caracteristicas clinico-epidemioldgicas de
base (tabela 1). Nao houve diferencas entre os grupos baseando-se em sexo,
idade, nimero de lesdes ou tamanho das lesdes. Dos 20 pacientes incluidos,
03 ndo compareceram na visita do 15° dia para coleta de sangue e dosagem
de citocinas e quimiocinas na 2* avaliacdo imunolégica, sendo excluidos do
estudo.

Faléncia terapéutica foi observada em 14% dos pacientes que
receberam Sb" associado a pentoxifilina. No grupo controle, 45% dos
pacientes ndo foram curados apos 60 dias de tratamento. O tempo de cura
foi maior neste grupo (P<0,05).

Os niveis de CCL-3 em ambos os grupos sdo mostrados na figura 1.
Houve diminuicdo importante nos niveis de CCL-3 nos pacientes do grupo

da pentoxifilina apds terapia. Nos demais essa diminui¢ao foi discreta.
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Tabela 1: Dados epidemiolégicos e clinicos dos pacientes com LC
tratados com a associa¢do de pentoxifilina e Sb” (grupo de estudo) ou com

placebo e Sb" (grupo controle).

Sb" Sb'+Pentoxifilin  Valor de P#
a

Sexo masculino (%) 77 86 0,10
Idade (M + DP)* 30+10 28 £5 0,64
Falha terapéutica (%) 45 14 0,05
Numero de lesdes (M+DP) 1+0 1,7+0,5 0,11
Tamanho das lesdes (mm) 25x22 25x19 0,12
(M=DP)

Tempo de cura (dias) 103122  81t4 0,18
(M=DP)

* M representa a Mediana e DP o desvio padrdo

# Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney

As concentragdes de TNF-o antes e depois da terapia estdo
evidenciadas na Figura 1. No grupo Pentoxifilina a média de TNF-a foi de
660 pg/ml; variando de 320 a 1000 pg/ml. Apds a terapia, a média caiu
para 150 pg/ml, oscilando os niveis entre 80 e 150 pg/ml (P = 0,007). No
grupo placebo a média de TNF-a antes da terapia foi 370 pg/ml, variando
entre 510 e 230 pg/ml, caindo apds a terapéutica para 150 pg/ml, com taxas
entre 0 a 300 pg/ml (P = 0,003). Enquanto a percentagem de supressao de
TNF-a no grupo placebo foi 48%, nos pacientes que receberam a

pentoxifilina a supressao foi de 79% (P = 0,0004).
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Figura 1. 1A. Niveis de TNF-a em culturas de PBMC de pacientes com
LC tratados com Sb" e placebo (N=9) ou Sb" e Pentoxifilina (N=8) no dia 0
e 15 de tratamento. 1B. Supressdo da produc¢do de TNF-o medidos em
sobrenadantes de células mononucleares do sangue periférico cultivadas
com antigeno soluvel de leishmania por 72 h pela técnica ELISA.

P =0,003* P =0,007*
1A
1000 =
750 =
TNF-a (pg/ml)
o500 =
250 =
0
DO D15 DO D15
Placebo Pentoxifilina

*Teste de Wilcoxon

1B

Placebo

Pentoxifilina

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

% de supressao da producao de TNF-a

* Teste de Mann-Whitney



47

Os niveis de CCL-3 também diminuiram no D15 de tratamento,
principalmente no grupo de pacientes que foi tratado com a associacao de
Sbv e pentoxifilina (figura 2). No grupo controle também houve queda na
producdo de CCL-3, porém menos pronunciada e nao significante (figura

2).

Figura 2: Niveis de CCL-3 de pacientes com LC tratados com Sb'
associado a placebo (N=9) ou Sb" e pentoxifilina (N=8) no dia 0 e dia 15.

P=0,1" P =0,03"

1000 =

800 =

CCL-3 (pg/ml)
600 =

400 =

200 =

DO D15 DO D15
Placebo Pentoxifilina

*Teste de Wilcoxon

Os niveis médios de CXCL-9 antes da terapia no grupo estudo foi
110 pg/ml, variando de 210 pg/ml a 10 pg/ml (Figura 3). Apds o tratamento
houve elevagdo para 405 pg/ml, variando entre 800 pg/ml a 10 pg/ml
(P=0,001). No grupo controle as variacdes entre as médias foram modestas:
173 pg/ml a 369 pg/ml (P = 0,03). Os niveis de CXCL-10 no grupo
pentoxifilina foram: 250 pg /ml antes da terapia e 338 pg/ml apds terapia
(P =0,009). No grupo placebo, 128 pg/ml antes da terapia e 453 pg/ml apos
terapia (P = 0,072).
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Figura 3. Niveis de CXCL-9 (figura 3A) e CXCL-10 (figura 3B) de
pacientes com LC tratados com Sb" e placebo (N=9) ou Sb" associado a
pentoxifilina (N=8) no dia 0 e dia 15 com tratamento, medidos de

sobrenadantes de células mononucleares do sangue periférico cultivadas
com SLA por 72h, pela técnica ELISA.

3A
P =0,001*
3000 -
P =0,03*
2000 =
CXCL-9 (pg/ml)
1000 =
0
DO D15 DO D15
Placebo Pentoxifilina
*Teste de Wilcoxon
3000
p=0,0268 .
2000 - *
CXCL-9 (pg/ml) .
1000 ) R
0 | |
Cura Falha
Terapéutica
3B
P = 0,009*
1500 =
1000 =
P =0,07*
CXCL-10 (pg/ml)
ou0 = g
0
DO D15 DO D15
Placebo Pentoxifilina

*Teste de Wilcoxon
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Embora um aumento de CXCL-9 e CXCL-10 tenha sido verificado
durante o tratamento, este dado foi mais marcante com a quimiocina
CXCL-9, que mostrou uma maior elevacdo nos pacientes que evoluiram

com falha terap€utica (Figura 3B).
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VII - DISCUSSAO

Nosso estudo mostra que a associa¢do de pentoxifilina com Sb” se
associa a uma maior taxa de cura da LC (86%) quando comparada a 55%
de cura no grupo Sb" e placebo. A diferenca na taxa de cura foi significante
apesar do numero pequeno de pacientes incluidos. A eficacia da associacio
de pentoxifilina ao Sb' tem sido descrita em formas refratarias de LM
(Lessa et al., 2001), e também em estudo controlado no tratamento inicial
da LM onde o grupo tratado com pentoxifilina + Sb* teve 82% de cura
comparado a 41,6% no grupo controle (Machado et al., 2007).
Adicionalmente, estudo realizado no Ird em pacientes com LC causada por
L. major também demonstra uma maior taxa de cura em pacientes tratados
com pentoxifilina+ Sb" (Sadeghian et al., 2006).

A diminuicdo de TNF-a apds terapia e cura da LC foi descrita por
autores como Da Cruz et al. em 1999 e Ribeiro-de-Jesus et al. em 1998. Em
nosso trabalho, a queda nos niveis de TNF-a apdés o tratamento foi
documentada nos grupos controle e experimental (pentoxifilina associada a
Sb"). No entanto, a supressdo da producdo de TNF-o foi mais intensa no
grupo pentoxifilina (P = 0,0004), o que confirma a acdo inibidora da
producdo de TNF-a pela pentoxifilina.

A queda na produ¢cdo de TNF-a se acompanhou de uma menor
producdo de CCL-3 durante o tratamento nos dois grupos, sendo mais
acentuada no grupo tratado com pentoxifilina. Embora CCL-3 esteja
associada com produgdo de IFN-y e protecao (Brandonisio et al., 2002),
este dado sugere que esta quimiocina também possa estar envolvida com a
patogénese da LC e seja inibida pela acao da pentoxifilina.

Assim como o TNF-a, as quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10
também podem participar da inducdo do dano tecidual na leishmaniose,

neste caso, através do recrutamento de células T ativadas para o territorio
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cutaneo (Ritter et al., 2002). Além da LC, CXCL-9 e CXCL-10 mostram-se
com niveis elevados em doengas imunologicamente mediadas do sistema
nervoso central, como a coréia de Sydenham e paraparesia espdstica
tropical ou mielopatia (HAM/TSP) (Narikawa et al., 2005), o que refor¢a a
hipétese de que estas quimiocinas tenham agdo patogénica.

Nos pacientes que evoluiram com falha terapé€utica, foi
documentado um aumento dos niveis de CXCL-9 e CXCL-10 no D15 de
tratamento, principalmente no grupo que ndo utilizou a associagdo
pentoxifilina-Sbv. A quimiocina que apresentou elevagdo marcante e
significantemente associada com falha terapé€utica foi a CXCL-9, o que é
coerente com o entendimento de que a sua producdo tecidual se associa a
injuria e patogénese. Adicionalmente, este dado indica uma potencial
aplicacdo da medida da producdo de CXCL-9 como marcador da resposta

terap€utica na LC.
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VIII - PERSPECTIVAS DE ESTUDO

I. Avaliar a correlacio entre os niveis de quimiocinas
(notadamente CXCL-9) e a resposta terapéutica, através da
realizacdo de um estudo de coorte. Os dados deste estudo podem ter
aplicabilidade para definir marcadores biolégicos de progndstico na

LC.

2.  Aumentar o nimero de pacientes avaliados através de ensaio
clinico randomizado e controlado, comparando a associagao
pentoxifilina e Sbv com o placebo e Sbv. A possivel confirmagdo do
beneficio desta associacdo poderd ter impacto no tratamento

convencional da LC.
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IX - CONCLUSOES

1. Este ensaio clinico, randomizado, placebo-controlado
demonstrou que a pentoxifilina associada ao Sb" aumenta

significativamente a taxa de cura da LC.

2. O uso da pentoxifilina se associa a reducdo significativa de

TNF-a e CCL-3 indicando papel patogénico destas substancias.

3. O aumento nos niveis de CXCL-9 mais pronunciado nos
pacientes com falha terapéutica sugere que a mensuracdo desta quimiocina

pode ser usada como marcador de prognostico.
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X - SUMMARY

Background. Patients with CL are able to develop a cellular immune
response against leishmania, with local and peripheral production of Thl
cytokines. An inhibitor of TNF-a (pentoxifylline) combined with Sb"
modifies this immune response. The aim of this study was to associated
changes in the immunological response with therapeutic response in CL.

Methods. In this randomized double blind clinical trial patients were
treated with antimony (20mg kg/weight for 20 days) plus pentoxifylline
(N=8) or antimony plus placebo (N=9). TNF-a and chemokine levels were
measured by ELISA in supernatants of mononuclear cells culture
stimulated with soluble leishmania antigen for 72 hours. Results. While
therapeutic failure was only observed in 1 (14%) out 8 patients who
received pentoxifylline, failure was observed in 4 (44%) of 9 patients
treated with antimony plus placebo (P=0.05). There was a significant
decrease in TNF-a after therapy in the 2 groups. Levels of CCL-3
decreased at less extension and the reduction was only significant in
patients who received pentoxifylline. Levels of CXCL-9 and CXCL-10
were higher in patients who received only antimony than in patients treated
with pentoxifylline. Moreover levels of CXCL-9 were higher in patients
who fail to therapy. Conclusions. Therapy with pentoxifylline reduces the
inflammatory response observed during therapy with antimony for CL and
chemokine levels may be considered as a marker for therapeutic response

in CL.
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ABSTRACT

Pentoxifylline is a TNF-a inhibitor that also attenuates the immune response and
decrease tissue inflammation. The association of pentoxifylline with antimony
improves the cure rate of mucosal and cutaneous leishmaniasis (CL). In this randomized
and double blind clinical trial, therapeutic failure was higher than in patients who
received pentoxifylline plus antimony. There was a significant decrease in TNF-o and
CCL3 after therapy more evidence in the pentoxifylline group. The increased levels of
CXCL9 and CXCLI10 during therapy were lower in the pentoxifylline group. Therapy
with pentoxifylline is associated with more pronounced changes in cytokine levels than
in placebo group.

INTRODUCTION

Tegumentary leishmaniasis is a major public health problem in developing countries'
and cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common form of the disease. The
pathology in CL is associated with an exacerbated inflammatory response with high
concentrations of TNF-a and IFN-y found in supernatants of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and tissue™. The participation of TNF-a. in the
pathogenesis of inflammatory and auto-immune diseases” as well as in CL and mucosal
leishmaniasis (ML) has been documented®®. In CL there is an association between

production of this cytokine and development of cutaneous lesions’ and an association
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between the frequency of cells expressing TNF-o and the size of the ulcer” Antimony is
the drug of choice for treatment of leishmaniasis but, in areas of L. braziliensis
transmission, therapeutic failure has been observed in up to 40% of the patients6’7.
Pentoxifylline is a metilxantine that was used primarily to treat for vascular disease 8
but recently it has been used to treat chronic inflammatory diseases’. Pentoxifylline
inhibits TNF-a production 9 and the association of pentoxifylline plus antimony
decrease the healing time of CL and ML "', is more effective than antimony alone '"'?
and cure MLs and CL patients refractory to antimony therapy'. So, the aim of this
study was to associate changes in the immunological response with therapeutic use of
pentoxifylline in CL.

This randomized placebo controlled clinical trial was performed in the Health Post of
Corte de Pedra, Bahia, Brazil aimed to determine immunological changes associated
with therapeutic response in CL and better understand how pentoxifylline contribute to
the healing of L. braziliensis ulcers. Participants include 20 patients with presence of
one to three ulcers, duration of illness between 1 to 3 months and documentation of L
.braziliensis infection by parasite isolation or real time PCR. Patients were assigned to
receive pentoxifylline and antimony (study group) or antimony plus placebo (control
group) by a randomization table obtained in www.randomization.com. Intravenous
antimony was given in a dose of 20mg/Kg a day associated to oral pentoxifylline
(400mg) or placebo was given three times a day during 20 days. Immunologic studies
were performed on day 0 and day 15. Peripheral blood mononuclear cells were obtained
by hepanized venous blood. Cells were adjusted to the concentration of 10’/ml and
aliquots of 10° cells were incubated in plates with or without addition of soluble

leishmania antigen (SLA) at the concentration of Sug/ml. After 72 hours supernatants

were collected and TNF-a, CCL3, CXCL9 and CXCL10 were measured by ELISA
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using reagents from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Results are express as
pg/ml. Soluble leishmania antigen (SLA) was prepared from a strain isolated from a ML
patient as previously described'”.

Clinical outcomes: Cure or failure was determined on day 90. Cure was defined by
complete healing of the lesions with re-epithelization of the skin. Failure was defined as
persistence of ulceration, or infiltrated borders.

Statistical Analysis: The comparison between the immunological responses of the two
groups — placebo and pentoxifylline was performed by Wilcoxon matched-pairs
analysis and Kruskal-Wallis test was used for comparisons between three or more
independent variables. A nonparametric test was chosen considering that the samples

did not follow a Gaussian distribution. The significance level was defined as P < 0.05.

RESULTS

The demographic and clinical features of the 17 patients who participated of the study
are shown on table 1. Three patients were excluded from the study because they missed
the visit on day 15" and blood could not be drawn for the second immunologic
evaluation. There was no difference between the 2 groups regarding age, gender or
number, size and localization of the lesions. The healing time was greater in the group
that received only glucantime. While (14%) of patients failed in the group with
antimony plus pentoxifylline, treatment failure was observed in 4 (44%) out of 9
patients with only received antimony (P<0.05).

The concentration of TNF-a and chemokines before and after therapy in the 2 groups of
patients are shown in figure 1. In the study group the median of TNF-a before therapy
(Figure 1A) was 655pg/ml ranging from 405pg/ml to 971pg/ml and after therapy was
115pg/ml ranging from 100pg/ml to 166pg/ml (P< 0.0001). In the placebo group the

median of TNF-a before therapy as 530 ranging from 402pg/ml to 790pg/ml and
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dropped to 299pg/ml ranging from 160pg/ml to 383pg/ml (P< 0.0001). While the
percentage of suppression of TNF-a production in the placebo group was 48%, in
patients who received pentoxifylline the suppression was of the order of 79% (P =
0.0004). The levels of CCL3 in the 2 groups are shown in figure 1B. Although a
significant decreasing in CCL3 levels after therapy was only observed in the
pentoxifylline group, in the majority of the patients only a slight decrease was observed.
Different from the observed with TNF-a and CCL3, the levels of CXCL9 and CXCL10
increased after cure. The median of CXCL9 levels before therapy in the study group
was 190pg/ml ranging from 102pg/ml to 457pg/ml (Figure 1C) and after therapy was
418pg/ml ranging from 164pg/ml to 754pg/ml (P=0.0008). In the control group it was
173pg/ml ranging from 65pg/ml to 1677pg/ml and 1369pg/ml ranging from 426pg/ml to
2683pg/ml respectively (P=0.009). Regarding CXCL10 (Figure 1D) the medians before
and after therapy in the pentoxifylline group were 220pg/ml and 338pg/ml (P=0.07)
respectively. In the placebo group the increasing in CXCL10 was from 125pg/ml to
453pg/ml after therapy (P=0.009).

To determine if there was any association between cytokine level before and after
therapy with the clinical outcomes we compare the measurements of these cytokines in
patients who failed with those who cured independent of the type of therapy. As shown
in figure 2 the levels of CXCL10 at day 15 of therapy in patients who fail 1369pg/ml
(679pg/ml to 2683pg/ml) was higher (P=0.02) than in those who cured in 90 days

(542pg/ml, 164 £2290).

DISCUSSION
This study extends previous evidences of the participation of the immunological
response in the pathogenesis of CL and ML and the ability of pentoxifylline in

association with antimony to improve the therapeutic response of CL patients. We also
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showed that treatment with antimony was associated with a significant reduction in the
TNF-o and CCL3 levels and increasing of CXCL9 and CXCL10. However the changes
in TNF-a and chemokine levels were greater in patients treated with antimony plus
pentoxifylline indicating that pentoxifylline down modulate not only TNF-o but also the
production of these chemokines. Although our major aim was to better understand how
pentoxifylline act on the immunologic response of CL patients our data also confirmed
that pentoxifylline associated with antimony is more effective than antimony alone in
the treatment of CL. Regarding the changes in the immunologic response one
unexpected finding was the observation that while TNF-a and CCL3 levels fallen after
therapy, CXCL9 and CXCL10 increased after therapy. The possible explanations for an
increasing production of these chemokines after therapy include: 1) The release of
leishmania antigen after therapy may increase production of CXCL9 and CXCL10; 2)
The subpopulation of monocytes that produce TNF-o and CCL3 is different from the
one that secret CXCL9 and CXCLI10. Three populations of monocytes have been
described. The majority of them are classic monocytes expressing low CD16 following
the intermediate and non-classical monocytes that strong express CD16 . These non-
classical monocytes produce more TNF-o than the intermediate and classical
monocytes'® but it is not known the subpopulations that are responsible for the secretion
of the chemokines studied here.

As therapy with antimony is performed for 20 days but patients are followed for up to
60 to 90 days for determination of cure and we observed here changes in TNF-o and
chemokine level with 15 days of therapy it is possible that these changes may be used to
predict therapeutic response to antimony. Actually we observed that CXCLO levels at
15 day of therapy were lower in patients who cured than in patients who failed

independent of the groups. Therefore despite the small number of patients CXCL9
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levels during therapy may be a precocious marker of therapeutic failure. This is of
utmost relevance as in such case a new drug or a prolonged course of antimony may be
incorporated to the treatment in order to avoid clinical failure and future complications

like mucosal or disseminated disease.
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Table 1.
Variables Glucantime plus Glucantime plus P Value*
Placebo Pentoxifylline
(N=9) (N=8)
Sex
(% of male) 77 86 0.10
Age (M £ SD) 30+ 10 285 0.64
# of lesions 1+0 1.7+0.5 0.11
(M £ SD)
Size of lesions 25x22 25x19 0.12
Time of Healing 103+22 81+4 0.18
(Days)

(M £ SD)

Therapeutic Failure 4 (44%) 1 (14%) 0.05

Kruskal-Wallis test.
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Figure Legends

Figure 1: TNF-a and Chemokine Level of Patients with Cutaneous Leishmaniasis
Before and After Therapy with Antimony Associated to Pentoxifylline or Antimony
plus Placebo.

TNF-o (Figure 1A), CCL3 (Figure 1B), CXCL9 (Figure 1C) and CXCL10 (Figure 1D)
levels were measured by ELISA in supernates of PBMC stimulated with SLA on day 0

and day 15 of treatments with antimony plus placebo or antimony plus pentoxifylline.

Figure 2: CXCL9 levels after therapy of CL patients who cured or fail to antimony

associated or not to pentoxifylline.
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XIII - ANEXOS

XIII.1 - Anexo 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do estudo: Imunoterapia na Leishmaniose Cutinea.

Investigador Principal: Paulo Roberto Lima Machado, médico, Servico de
Imunologia, 5° andar, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jodo das
Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia.

Instituicao: Universidade Federal da Bahia.

Telefone: 32377353

Convite e Objetivo: Voce é convidado a participar de um estudo para avaliar a
resposta ao tratamento da Leishmaniose Tegumentar (Ferida ‘“braba” ou
“Leshe”) com a pentoxifilina associada ao antimonial pentavalente
(Glucantime). Vocé vai receber um medicamento (Glucantime), recomendado
pelo Ministério da Saide (MS), no tratamento da Leishmaniose Tegumentar
com as doses dentro das especificagdes deste Ministério; (MS, 2000). O
presente estudo destina-se a avaliar se a associacdo de um outro medicamento
chamado Pentoxifilina poderd curar mais rdpido e de maneira mais eficiente a
sua doenca. O tratamento com Glucantime serd realizado com uma série de 20
injecdes didrias por via intra-venosa; a associacdo com a Pentoxifilina sera feita

com 3 capsulas por dia durante 20 dias.

Participacdo Voluntaria: A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Caso
voc€ ndo queira participar deste estudo ndao haverd qualquer tipo de problema

ou perda de beneficios a que vocé tenha direito. Voc€ pode se retirar deste
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estudo a qualquer momento, sem qualquer problema, e continuara tendo direito

ao tratamento gratuito da Leishmaniose com Glucantime.

Procedimentos: Concordando com a participacdo no estudo, faremos o

seguinte:

1 - Preenchimento da ficha individual (informag¢des sobre sua doencga);

2 -Vamos coletar 20 ml de sangue venoso com seringa descartdvel, para
realizacdo de exames de laboratorio, com a finalidade de avaliar a resposta
do meu organismo ao parasito e ao tratamento. A retirada de sangue implica
em dor pela picada da agulha no momento da coleta;

3 - Para confirmac¢do do diagndstico se procederd a coleta de exames com 0s
procedimentos recomendados pelo Ministério da Saude (M.S., Brasil, 2000)
através de aspirado ou bidpsia de lesdo na pele para:

3.1 - Histopatologia das lesdes e PCR;

3.2 - Isolamento do parasito em meios de cultura.

4- Serdo feitas duas avaliagdes de exame de sangue (no inicio do tratamento e

apo6s 15 dias) para controle laboratorial.

Duracio do estudo: Vocé deverd voltar ao Posto de Sadde 15 dias apds o
inicio do tratamento € uma vez por més nos 3 primeiros meses. A ultima

avaliacao clinica serd 1 ano apds o tratamento.

Confidencialidade: A participacdo neste estudo serd confidencial e os registros
ou resultados dos testes relacionados ao estudo serdo mostrados apenas aos
participantes e aos representantes da UFBA. Os resultados do estudo serdao
apresentados em orgdos de divulgacdo publica como congressos € eventos

cientificos, sem identificar os pacientes do estudo.
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Beneficios e Riscos: Participando do estudo, o paciente ou a familia nao
obterdo quaisquer beneficios adicionais além dos ji citados (diagndstico da
infec¢do e/ou doenca).

L. A biopsia € um procedimento utilizado de rotina no diagndstico da
Leishmaniose que implica em dor local, apenas na aplicacio de anestesia,
e posterior retirada de fragmento de pele com material esterilizado,
obedecendo todas as normas de seguranca e assepsia € que poderd ocorrer
sangramento em pequena quantidade. A realizacdo da bidpsia de pele
serd feita apenas por médicos ou académicos de medicina sob supervisao
dos médicos participantes do referido projeto.

II. O Glucantime e a Pentoxifilina sio medicamentos que tem sido usados
na leishmaniose e em outras doencas com bom nivel de seguranca. Os
efeitos colaterais mais comuns que podem acontecer em algumas pessoas
sdo: dor de cabeca, dor nas “juntas” ou enj6os. Na maioria das vezes sao
considerados leves e desaparecem mesmo sem interromper o tratamento.
O tratamento poderad ser encerrado caso ocorram efeitos adversos além

dos esperados e que possam prejudicar os pacientes.

Custos: Vocé ndo terd nenhum custo para participar deste estudo. Vocé terd

direito a ressarcimento de gastos, em caso de prejuizo relacionado a este estudo.

Esclarecimentos: Vocé tém direitos aos esclarecimentos que julgarem
necessarios a qualquer periodo do desenvolvimento deste estudo. O Dr. Paulo
Machado, cujo nimero de telefone é 71-32377353, terd disponibilidade para
atender e esclarecer possiveis davidas. No Posto de Saude de Corte de Pedra, o
Sr. Ednaldo Lago pode ajudar a esclarecer dividas. Vocé também pode obter
informacdes sobre a conducdo ética deste estudo com o Comité de Etica em

Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, no 1° andar do Hospital
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Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160,
Salvador-Bahia, telefone: 71-32838043.

Consentimento: Afirmo estar devidamente esclarecido sobre o contetido deste
termo e ter recebido uma copia para guardar. Pelo presente, consinto

voluntariamente em participar deste estudo.

Nome

Assinatura do paciente/data/hora

/__/
Assinatura do pesquisador/data/hora

/__/
Assinatura da testemunha/data/hora

/__/

Impressao dactiloscopica

(p/ pessoa ndo alfabetizada)



XIIL.2 - Anexo 2:.
APROVACAO PELO COMITE DE ETICA E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
wf I0ORGO003460. Assurance FWADDOO2471, October 26, 2010

‘i IRBOOO04123, October 5, 2007 - October 4, 2010
Bas Angrer Vim0 ecls Hosdd U mocs me Feckcioe Bopial San | © andai
Crp IRt SehadorBabi i (T IAENT g0 i abah O us e pEc i B

FARECER/RESQLUCAO N.° 0782009

Registro CEP. 1 10— o Prryrre i bt oo £ 0 kit i T vkl it releTIER 3 P pragTnL

Titulo do Projeto. “Imunoterapia na Leismaniose Cutiinea,”

Patrocinio/Financiamento. Conselho MNacional de Desenvolvimento Cientilico e
Teenelogico (CNPO, Programa de [nstitules Macionais de Ciéncia ¢ Teenologia.
Cirgamento ex pressive, compativel, com contrapartida [nstitecional,

Pesquisador Responsivel. Doutor, Paule Roberte Lima Machada, Pesquisador no
Servieo de Imunologia do Hospital Universitario Prolessor Edgar Santos, Universidade
Federal de Medicina. Equipe complementar relacionada no Protecolo. “Curricula
Vitae™ apensos.

Instituigio. Servigo de [munologia, Complexo Hespitalar Universitirio Professor
Fdaard Santos, Universidads Federal da Bahiz, SIMIC-HUPES/UFBA.

Area do Conhecimento, 4,00, Ciéncias da Sadde: 4 01, Medicing Mivel: Teraplutico,
T; Grupo 1L

Objetivas. Avaliar em um ensaio clinica controlada de fase 11 o use da pentoxifiling
associada ao antimonial po tratamento da Leishmaniose Cutinea (100,

Sumdrio. Fnsain clinice controlade, randomizade, duplo-cege, comparando a
associapdn de pentoxifiling (substincia comercinlizada) com aniimonial pentavalente
igrupe de estudo), com placeho associado a0 antimonial pentavalente {grupa
controle) ne tratamento da forma cutinea da LTA. Pretende-se gque 164 (cente 2
sessenia @ quatro) — Céaleulo da Amostra — pacientes de ambos ns sexns, portadores de
LC ¢ liviemente parficipativos, adultos a1é &5 {sessenta e cinco) anos, divididos em 02
idois) grupos de B2 (oitenta e dois) pacientes, Estudo, (emprego da pentoxifiling com
anfimonial pentavalente), ¢ Controle (placebo com anrtimonial), sejam acompanhados
enlre Setembro de 2009 a Setembra de 2000, sepundn Critérios de Inclusdo e
Exclusdo, Terapéutica Aplicada. Acompanhamento e Andlises  Estatisticas
Especificadas. Consideraghes éticas; “Impactos cientifien, teenoligico e sockal™
esperados; as Referéncias Bibliogrificas numerosas ¢ o Cronograma complelam o
Pratoeolo, “Termo de Consentimento Livee ¢ Pré-Esclarecido™ (TCLPE) ctico.

f
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERID DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGOOD34ED. Assurance FWADDD02471, October 26, 2010
IRBO0004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

Mo g Visd, o, Canely - Mol sl e P e Ko S, | - e
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[

Comentirios. Na “Folha de Rasto™ o Projedo foi, corvetamente, caracterizado come
“Nove Firmaco” — nova indicacio terapéutica de medicagio ji licenciada, em
continuagio observacional — Grupo Il e fase 111, Protocolo aprovivel,

Ared iV Salvador, 16 de Setembro de 2009

_—-——,»*IJ"‘"A;"P‘"Fﬂ =
—— " Pmfessar Douor, udnii.ﬂns Santos Barata,

Coordenador L CEPMCO/UFBA

Observades importantes. Toda a documentagio anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP. & também a odtra develvida
cam & rubrica da Secretinia deste () a0 (1) mesmo (3), faz parte imtrinseca deste
ParecerResoluglo ¢ nas “Recomendages Adicionais™ apensas. bem como
impostergdvel cnirega de relatirios parciais ¢ final como consta mesta liberagin,
(Modelo de Redalio para Relatério de Pesquisa, anexo),
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Common Terminology Criteria for Adverse Events v4.0 (CTCAE)

Quick Reference

The NCI Common Terminclogy Criteria for
Adverse Events is a descriptive terminclogy which
can be utilized for Adverse Event (AE) reporting.
A grading (severity) scale is provided for each AE
term.

Components and Organization
S0C

System Organ Class, the highest level of the
MedDRA hierarchy, is identified by anatomical or
physioclogical systemn, etiology, or purpose {eg.,
S0C Investigations for laboratory test results)
CTCAE terms are grouped by MedDRA Primary
S0Cs. Within each S0C, AEs are listed and
accompanied by descriptions of severity (Grade).

CTCAE Terms

An Adverse Event (AE) is any unfavorable and
unintended sign  (incduding an abnormal
laboratory  finding), symptom, or disease
temporally associated with the use of a3 medical
treatment or procedure that may or may not be
considered related to the medical treatment or
procedure.  An AE is @ term that is a unigque
representation of a specific event used for
medical documentation and scientific analyses.
Each CTCAE v4.0 term is @ MedDRA LLT (Lowest
Level Term).

Publish Date: May 28, 2009

Definitions

A brief definition is provided to clarify the
meaning of each AE term.

Grades

Grade refers to the severity of the AE. The CTCAE
displays Grades 1 through 5 with unigue clinical
descriptions of severity for each AE based on this
general guideline:

Gradel Mild; asymptomatic or mild
symptoms; clinical or diagnostic
observations only; intervention not
indicated.

Moderate; minimal, local or
noninvasive intervention indicated;
limiting age-appropriate
instrumental ADL*.

Severe or medically significant but
not immediately life-threatening;
hospitalization or prolongation of
hospitalization indicated; disabling;
limiting self care ADL**.

Grade 2

Grade 3

Grade 4  Life-threatening Consequences;

urgent intervention indicated.

Grade 5 [Death related to AE.

A Semi-colon indicates ‘or’ within the description
of the grade.

A single dash (-) indicates a grade is not available.

Mot all Grades are appropriate for all AEs.
Therefore, some AEs are listed with fewer than
five aptions for Grade selection.

Grade 5

Grade 5 (Death) is not appropriate for some AEs
and therefora is not an option.

Activities of Daily Living {ADL)

*Instrumental ADL refer to preparing meals,
shopping for groceries or clothes, using the
telephone, managing money, etc.

**5elf care ADL refer to bathing, dressing and
undressing, feeding self, using the toilet, taking
medications, and not bedridden.



