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I. RESUMO 
 

IMUNOTERAPIA NA LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

 

Introdução: A leishmaniose cutânea (LC) é uma endemia em expansão. 

Tem-se mostrado que a resposta imune inflamatória é fundamental na 

gênese das ulcerações: (1) Intenso infiltrado inflamatório na lesão, com 

poucos parasitas, (2) produção elevada de IFN-γ e TNF-α in situ, (3) 

correlação direta entre quantidade de linfócitos ativados e tamanho da 

úlcera, (4) tratamento com antimonial na fase pré-ulcerativa não impede o 

aparecimento da úlcera. Estes dados sustentam a necessidade de se associar 

ao tratamento específico, medicamentos que modulem a resposta imune.  A 

pentoxifilina surge como potencial terapêutico por inibir a produção de 

TNF- α, citocina pró-inflamatória. Objetivo: Avaliar em um ensaio clínico 

controlado de fase III a influência da pentoxifilina associada ao antimonial 

na resposta imune em pacientes com leishmaniose cutânea. Metodologia: 

Ensaio clínico randomizado, duplo-cego, placebo controlado de 17 

pacientes com LC atendidos no posto de saúde de Corte de Pedra (BA). 

Todos confirmados por PCR ou cultura.  Incluídos pacientes apresentado 

de 1 a  3 lesões ulceradas com 1  a 3 meses de evolução, entre 18 e 65 anos. 

Todos foram tratados com antimonial pentavalente (Sbv) (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 clínico: cicatrização 

total das lesões 60 dias após término do tratamento. 

As concentrações de TNF-α, CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 foram 

determinadas em sobrenadantes de culturas de células mononucleares 

estimulada com antígeno de Leishmania pela técnica de Elisa. Resultados: 

Falha terapêutica foi observada em 14% dos pacientes tratados com a 

associação e em 45% do grupo controle (p = 0,05) . Os valores de TNF-α, 
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CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 foram mensurados antes e quinze dias (D15) 

após início de tratamento. Em ambos os grupos houve diminuição de CCL-

3 e TNF-α e aumento dos níveis de CXCL-9 e CXCL-10 no D15. No 

entanto, a queda dos níveis de TNF-α foi maior no grupo da pentoxifilina 

(p = 0,004). Conclusão: Associação com a pentoxifilina aumentou a taxa 

de cura da LC, associado a  inibição na produção de TNF-α. Palavras-

chave: 1. Leishmaniose Cutânea; 2. Imunoterapia ; 3. TNF-α ; 4. 

Pentoxifilina; 5. Quimiocinas.  
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II. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar em um ensaio clínico controlado de fase III a influência da 

pentoxifilina associada ao antimonial na resposta imune em pacientes com 

leishmaniose cutânea. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Comparar a eficácia da associação pentoxifilina e antimonial com o 

tratamento convencional da leishmaniose cutânea; 

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

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

α, CCL-3, CXCL-9 e CXCL-10 no sangue periférico.  
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III. INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose é doença endêmica, que apresenta distribuição 

mundial com uma incidência anual de 1  a 1,5 milhões de caso (Desjeux et 

al., 1992). Aproximadamente 20 espécies de Leishmania podem levar às 

formas tegumentar e visceral. Os principais agentes da leishmaniose 

cutânea no novo mundo são L. braziliensis, L. guyanensis, L. braziliensis 

panamensis, L. mexicana amazonensis, L. mexicana mexicana (Desjeux et 

al., 1992; Lainson et al., 1983) . Formas clássicas de leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) são a cutânea, disseminada, difusa e mucosa 

(Jones et al., 1987). 

O protozoário infecta e se prolifera em macrófagos, desencadeando 

uma ativação da resposta Th1 – mediada pelos linfócitos CD4. Essas 

células produzem IFN-γ, ativando os macrófagos. Na ausência desta 

resposta, ocorre a leishmaniose cutâneo difusa (LCD) – onde se observam 

múltiplas lesões nodulares com macrófagos cheios de parasitas (Sher et al., 

1992).  A leishmaniose cutânea (LC) é caracterizada por úlcera única ou 

múltipla com borda bem delimitada e aspecto granulomatoso. Estudos 

sugerem um desequilíbrio da resposta imune nas formas cutânea e mucosa, 

conduzindo a uma exacerbação da resposta inflamatória e 

conseqüentemente, o dano tecidual (Faria et al., 2005).  

As lesões são caracterizadas por: (1) Infiltrado inflamatório rico e 

com poucos parasitas (Faria et al., 2005), (2) IFN-γ e TNF-α em 

concentrações altas nas células mononucleares do sangue periférico e no 

tecido (Bacellar et al.,2002) , (3) células T CD4+ e T CD8 freqüentes nas 

lesões (Faria et al., 2005), (4) há correlação entre citocinas inflamatórias e 

tamanho da úlcera (Antonelli et al., 2005) , (5)  IFN-γ e TNF-α decrescem 

após terapia e cura da doença (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998),   (6)   

tratamento precoce com antimonial antes da formação da úlcera é 
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associado a alto índice de falha, sugerindo-se a estreita relação da resposta 

inflamatória ao aparecimento da úlcera (Machado et al., 2002).  

Portanto, estes dados indicam que a resposta imune exacerbada e 

com predomínio do componente inflamatório são fundamentais na 

patogênese da doença. Drogas que modulam esta resposta imune, quando 

associadas ao antimônio, diminuem o tempo de doença (Machado et al., 

2007). 

CXCL-9 (C-X-C motif chemokine 9)  e CXCL-10 (C-X-C motif 

chemokine 10) são fundamentais na resposta imune inata. Essas 

quimiocinas tem afinidade por células que expressam receptores CXCR-3, 

como as CD4+, CD8+, células NK, macrófagos e células dendríticas 

(Oghumu et al., 2010). CXCL-9, induzida por IFN-γ, induz quimio-atração 

de células T e a CXCL-10 – secretada por várias linhagens celulares em 

resposta ao IFN-γ (Teixeira et al., 2006). 

A quimiocina CCL-3 ou Chemokine (C-C motif) ligand 3 é 

responsável pelo recrutamento e ativação de polimorfonucleares em 

estados inflamatórios agudos; atrai macrófagos e poucas células CD4+ em 

lesões de leishmaniose cutânea disseminada (LD) (Oghumu et al., 2010).  

O tratamento da LTA ainda é um desafio. O Sbv usado 

isoladamente está associado a 10 a 40% de falha terapêutica na forma 

cutânea clássica (O’Neal et al., 2007) . A pentoxifilina associada ao 

antimonial acelera o tempo de cura em leishmaniose mucosa (LM) e 

também nas formas cutâneas (Machado et al., 2007). Esta droga bloqueia a 

transcrição de TNF-α pelo RNA-m dos macrófagos, diminuindo a 

expressão da molécula de adesão intracelular (ICAM-1) in vivo e in vitro 

(Neuner et al., 1997). 

Nosso trabalho estuda, através de um ensaio clínico, a relação entre 

a resposta imune e a resposta terapêutica em pacientes tratados com 

antimonial isoladamente ou associado à pentoxifilina. 
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IV - REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

IV.1 - Introdução 

A leishmaniose é uma das seis mais importantes doenças, no grupo 

de doenças tropicais, pela Organização Mundial de Saúde. Apresenta uma 

alta incidência – média de 1,5 milhões de pessoas/ano (Desjeux et al., 

1992).  O seu agente etiológico é o parasito do gênero Leishmania. É uma 

doença espectral, em alguns casos auto resolutiva, mas desfigurante. O 

espectro varia de formas assintomáticas e sub-clínicas a formas cutâneas, 

mucosas, cutâneo-mucosas, disseminadas (definida por mais de dez lesões 

papulares e/ou acneiformes e/ou ulceradas em pelo menos duas partes do 

corpo) até a forma visceral. Desnutrição, deficiência de ferro e sexo 

masculino tem sido associados às formas mais severas (Machado-Coelho et 

al., 2005).  A maioria dos pacientes com LC (90%) são procedentes do 

Iran, Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia Saudita, Peru e Brasil (Murray 

et al., 2005). Aproximadamente 20 espécies de Leishmania são mais 

envolvidas na doença. Os principais agentes da leishmaniose cutânea no 

Novo Mundo são 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 é transmitido através da picada de 

flebotomíneo fêmea do gênero Lutzomia. É um parasito intracelular 

obrigatório, invade macrófagos e células dendríticas; que foram atraídas 

pela saliva do inseto após a picada, onde se prolifera. 

Essas células captam o parasita, migram para o linfonodo, 

transformando-se em células dendríticas maduras e o apresentam para as 

células T. Adicionalmente, essas células apresentadoras de antígeno são 

também fonte de IL-12, citocina crucial para a indução da resposta Th1 

(Ritter et al., 2002). 

As células Th1 são atraídas para o sítio da infecção, produzindo 

CCL-2, que por sua vez ativa as células NK, produzindo grande quantidade 

de IFN-γ. A CCL-2 e o IFN-γ agem sinergicamente, ativando macrófagos 

e, portanto, interferindo com a resposta de imunidade inata.  Receptores de 

CCL-2 (CCR-2) estão presentes nas superfícies de células dendríticas; no 

entanto, na LD estão ausentes ou diminuídos (Ritter et al., 2002). Altas 

concentrações de CCL-2 estão presentes na LC e diminuídos na LCD. 

Como mecanismo de defesa, na superfície do parasito, o glicolipídio mais 

abundante de sua superfície – o lipofosfoglican (LPG) – inibe a produção 

de CCL-2 pelas células endoteliais – dificultando o seu trânsito (Oghumu et 

al., 2010).  

Na condução das fases iniciais da resposta imune o papel das 

quimiocinas e seus receptores é crucial, colaborando com a evolução para 

as diferentes formas clínicas descritas na LTA. Assim, enquanto na LC 

localizada existe uma resposta Th1 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 cutânea 

 

 

Fonte: Oghumu, et al., 2010 

 

 

IV.2.1 - Resposta Th1 

 

 A IL-12 e o IFN-γ coordenam a resposta Th1 com o recrutamento 

de células efetoras : CD4+, CD8+, macrófagos e células NK. As células T 

produtoras de IFN-γ e IL-2 são denominadas Th1, ativando macrófagos 

com atividade citotóxica (Heinzel et al., 1991) . Essas interleucinas tem 

ação fundamental na eliminação dos parasitos: o IFN-γ   é relacionado à 

produção de óxido nítrico e intermediários do nitrogênio.  
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A resolução da LC localizada é determinada pele aquisição da 

resposta imune celular (Th1). A intensidade desta resposta depende das 

linfocinas produzidas por linfócitos, macrófagos e queratinócitos.  O 

desequilíbrio nesta produção resulta na úlcera (Pirmez et al., 1993). 

Il-1 beta (β) e TNF-α estão presentes em todas as manifestações 

tegumentares da leishmaniose. O TNF-α é produzido por monócitos / 

macrófagos ativados em resposta a produtos de membrana que se ligam a 

receptores toll-like, sendo também produzido por células NK. 

Il-6 e GM-CSF, produzido pelos macrófagos, estão presentes em 

metade dos pacientes com leishmaniose tegumentar. Assim como o TNF-α 

e a IL-1 beta (β), todas essas citocinas se apresentam em níveis elevados na 

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

 

                                                                                                                            

IV.2.2 - Papel do TNF - α na resposta Th1:  

 

O TNF-α participa do dano tecidual em inflamações crônicas, 

doenças infecciosas e auto-imunes. É uma citocina pró-inflamatória que 

divide com a IL-1 atividades biológicas importantes: Ativação endotelial, 

indução de febre e estimulação de síntese de proteínas de fase aguda. 

Participa também do choque séptico; apresenta ação no crescimento de 

células tumorais e na síndrome consumptiva (Kollias et al.,1999;  Martin et 

al., 2003). 

A transcrição do TNF-α é controlada por fatores nucleares:  κβ e  

NF-κ-β. O TNF-α age através de sua ligação com receptores específicos de 

membrana: TNF-I e TNF-II. A distribuição desses receptores em diferentes 

células coordena as diversas ações desta citocina: As epiteliais expressam 

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

diferenciação e apoptose de células imunes e não imunes; age nas respostas 
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agudas às infecções e no restabelecimento da homeostase (Kassiotis et al., 

2001). 

O TNF-α é determinante na inflamação e seus instrumentos na 

injúria imunológica são os eicosanóides, prostaglandinas, proteases e 

leucotrienos (Blam et al., 2001). 

 

IV. 2.3 - Efeitos do TNF-α: 

 

• Aumenta a expressão do complexo maior de 

histocompatibilidade classe II  (MHC-II) (Blam et al., 2001). 

• Ativa a expressão de moléculas de adesão ICAM-1 em 

células endoteliais, envolvidas no trânsito de células entre sangue 

e tecido (Kassiotis et al., 2001; Witkamp et al., 2000).                                                                  

• Aumenta secreção celular de citocinas (Blam et al., 

2001). 

• Depleta glutationa celular (antioxidante potente)  

(Witkamp et al., 2000). 

• Induz secreção de metaloproteinases e óxido nitroso 

(NO), levando à morte celular. (Kollias et al., 1999 ; Witkamp et 

al., 2000).  

• Potencializa a apoptose e a citotoxicidade  (Kollias et 

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

 

IV.2.4 - Resposta inflamatória tecidual na LC 

 

As quimiocinas são divididas em 02 grupos: CXC – onde as 02 

primeiras cisteínas são separadas por 01 aminoácido e o grupo – CC, onde 

as cisteinas são vizinhas. A LC e LD diferem não só em severidade e curso, 
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mas também pelo perfil de quimiocinas e pela composição de células 

inflamatórias no soro e no sítio da infecção. 

A resposta Th1, orquestrada pela IL-12 e pelo IFN-γ recruta 

macrófagos, células NK, CD4+ e CD8+ para o sitio da infecção (Heinzel et 

al., 1991). Em lesões auto-resolutivas, que predominantemente  se 

apresentam como úlceras clássicas, CCL-2, CXCL-9 e CXCL-10 estão 

associadas ao infiltrado dérmico composto de macrófagos e células CD4+ 

(Ritter et al., 2002). CXCL-9 e CXCL-10 são fundamentais na resposta 

imune inata. Essas quimiocinas têm afinidade por células que expressam 

receptores CCR-3, como as CD4+, CD8+, células NK, macrófagos e 

células dendríticas (Oghumu et al., 2010). CXCL-10 aumenta a 

citotoxicidade das células NK, representando ação protetora na LC. CCL-2 

e CCL-3 tem atividade anti-leishmaniótica.  Em LD a expressão de CCL-2 

é diminuída. 

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

parte dos neutrófilos, adquirindo resistência (Oghumu et al., 2010). 

                                                                                                                         

              

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

receptores de quimiocinas e seus efeitos biológicos na leishmaniose. 

 
Fonte: Oghumu et al., 2010. 
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Existe uma correlação entre diâmetro da lesão na LC e freqüência 

de produção de citocinas inflamatórias (Antonelli et al., 2005); TNF-α e 

IFN-γ diminuem no sítio da infecção após terapia e cura (Ribeiro-de-Jesus 

et al., 1998); o tratamento precoce da leishmaniose antes do aparecimento 

da úlcera clássica, associa-se a altos índices de falha terapêutica -  

sugerindo que o processo inflamatório é fundamental no aparecimento da 

úlcera (Machado et al., 2002; Unger et al., 2009). Em lesões de 15  a 30 

dias, foi evidenciado que a intensidade do processo inflamatório é 

proporcional ao número de TCD8+ que expressam granzima A (molécula 

citotóxica)  e que a resposta citotóxica antes do aparecimento da úlcera está 

associada à expressão de TIA-1 e a vasculite granulomatosa, obliterando o 

lúmen dos vasos (Machado et al. , 2002).                                                                                                                        

Na LC o rico infiltrado inflamatório, contrasta com a pobreza de 

parasitos (Faria et al., 2005; Bittencourt et al., 2001), no entanto a 

cicatrização das lesões não garante a cura parasitológica já que a presença 

do parasito foi descrita em cicatrizes 8 anos após o tratamento e cura 

clínica (D’utra-e-Silva, 1915). 

 

IV. 2.5 - Leishmaniose mucosa e leishmaniose disseminada: 

 

Na LM existe uma associação da resposta imune celular (Th1) e 

humoral (Th2). A IL-4, IL-10 e a IL-13 são marcadores da resposta 

humoral. Os níveis de IL-4 são elevados na LM, diminuindo a resposta 

celular mediada (Pirmez et al., 1993). Há diminuição de IFN-γ, 

equivalência de níveis de TNF-α em relação à LC e diminuição 

significativa da IL-10.  A relação IFN- γ / IL-10 é maior que na LC; em 

virtude da queda acentuada dessa citocina na LM – o que gera: inibição da 

produção de intermediários do nitrogênio por macrófagos ativados, 

aumento da produção de IL-12 e TNF-α (resposta Th1), sinergia com TGF-
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β (inibindo a atividade microbicida) e desvio Th2 (co-estimulada por 

moléculas apresentadoras de antígeno). Em LC a IL-10 tem ação protetora 

(Salhi et al., 2008). Na LM o número de receptores de IL-10 está 

diminuído, o que explica a exacerbação local da resposta inflamatória 

mediada pela alta produção de IFN-γ e TNF-α ( Faria et al., 2005).                                                                                          

IL-10 e IL-27 diminuem os níveis de TNF-α em cultura de 

indivíduos sadios PPD estimulados, mas na prática clínica a oferta dessas 

interleucinas não favorece a diminuição de TNF-α e IFN-γ . 

CCL-2 é diminuído na LD em relação à LC. Não houve diferenças 

entre os níveis de IFN-γ, TNF-α  e TGF-β; assim com de CCL-2, CCL-3, 

CCL-11 e CCL-10 comparando-se lesões papulares e ulceradas na LD com 

as úlceras clássicas da LC (Carvalho et al., 2007). 

Mostrou-se também que na LD há uma menor produção de TNF-α 

no sangue periférico em relação à LC e LM, porém os níveis desta citocina 

se encontram mais altos nos pacientes que possuem doença mucosa 

associada, o que indica o papel patogênico do TNF-α na lesão mucosa 

(Carvalho et al., 2007). 

 

IV.2.6 - Formas clínicas atípicas 

 

Manifestações atípicas da LC podem ser verrucosas, vegetativas, 

crostosas ou lupóides. Equivalem a aproximadamente 2,5% dos casos, 

acometem predominantemente homens e em região da face (Guimarães et 

al., 2008). Co-infecção com HIV está presente em menos de 6% dos casos    

(Machado et al., 2010). Reativação da infecção ou exacerbação é o 

habitual. Lesões viscerais ocorrem quando níveis de CD4 encontram 

inferiores a 200mg /dl; síndrome de reconstituição inflamatória tem sido 

descrita após utilização da terapia anti-retroviral (HAART) (Chrusciak-

Talhari et al., 2009). Outras enfermidades que cursam com 
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imunossupressão como diabetes, desnutrição, tuberculose, radioterapia e 

transplantes evoluem de forma similar (Weigle et al., 1996). 

Gravidez é um importante fator de risco para leishmaniose atípica. 

Um estudo retrospectivo de Morgan et al. (2007) mostrou que lesões em 

grávidas são maiores que as controle:  lesões   exofíticas   ocorrem em 42% 

dos casos e doença disseminada em 11,5%.  Nascimento pré-termo (11,5%) 

e natimortos (10,5%) foram relatados. 

 

IV. 3 – Diagnóstico 

 

Os métodos diagnósticos podem ser subdivididos em: 

Diretos: Cultura: O material da base da úlcera é rico e a combinação 

de microscopia e cultura aumenta a sensibilidade diagnóstica em até 85%.  

PCR: Reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain 

Reaction) é um método de amplificação (de criação de múltiplas cópias) de 

DNA (ácido desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo vivo. A 

cultura ou análise de DNA permite a identificação precisa da espécie. A 

detecção do parasito por técnica de PCR é sensível para o diagnóstico de 

LM e LC, no entanto, cultura e PCR são técnicas laboratoriais de difícil 

execução (Murray et al., 2005). . 
Indiretos: Sorologia: Anticorpos anti-leishmania séricos podem ser 

detectados através de testes padronizados e sensíveis, mas na prática o 

diagnóstico é realizado através da identificação microscópica do parasito 

em biopsias ou esfregaços (Murray et al., 2005). 

Intradermoreação de Montenegro (IDRM): Consiste em 

uma reação de hipersensibilidade retardada, mensurável através da 

presença de inflamação, eritema ou mesmo erupção cutânea características, 

induzidas em uma dada região da pele do paciente após a injeção 

intradérmica de uma solução salina metiolada contendo antígenos 
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inoperantes ou partes destes previamente preparados por processo de lise 

celular, liofilização e/ou outros (Mayrink et al., 1989). 

 

IV. 4 - Tratamento 

 

A droga de primeira escolha é o Sbv, existente sob duas formas: o 

antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime) e o estibogluconato de 

sódio (Pentostam) - para padronização do esquema terapêutico a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda que seja calculado em 

mg/Sbv/kg/dia (Gontijo et al., 2003). O seu mecanismo de ação é 

desconhecido, acredita-se tenha ação no macrófago do hospedeiro (Croft et 

al., 2003). Os efeitos colaterais mais freqüentes são artralgia, mialgia, 

inapetência, cefaléia, febre, vômitos, tontura e inchaço no local da 

aplicação. A cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade limitam 

sua segurança (Gontijo et al., 2003). Abortivos, não devem ser 

administrados em gestantes. 

A Anfotericina B, antifúngico da classe dos polienos, produzido por 

cultura de actinomicetos Streptomyces nodosus uma bactéria filamentosa. 

Com ação leishmanicida, é a droga de segunda escolha empregada quando 

não se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade 

de seu uso. Age alterando a membrana celular do parasito, gerando um 

desequilíbrio iônico (Croft et al., 2003). Anfotericina B tem índice de cura 

maior que o antimonial na LM (Amato et al., 2007).  

A Pentamidina é um medicamento que age no DNA do cinetoplasto  

do parasito, de fácil aplicação, porém custo alto. Os seus resultados são 

inferiores ao Sbv, conforme revisão sistemática (González et al., 2009). 

A Paramomicina é um aminoglicosídeo e age nas bactérias na 

unidade 30S do ribossomo – inibindo a síntese de RNA. Na leishmaniose 

age também na mitocôndria do parasito. A associação Paramomicina + 
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Antimonial é altamente efetiva, com cura em 95% dos casos (El-On et al., 

2009). 

A Miltefosina é uma droga usada inicialmente como agente 

antitumoral e posteriormente no tratamento da Leishmaniose Visceral na 

Índia (Sundar et al., 2012), surgindo como opção terapêutica de maior 

praticidade por ser administrada por via oral. Seu mecanismo de ação se dá 

por interferência nos sinais de transdução e na síntese de fosfatidilcolina 

(Amato et al., 2007). Os estudos na LC mostram resultados diversos, 

dependendo do país 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 comparação ao Sbv 

(Machado et al. 2010, Chrusciak-Talhari et al. 2011). Esses resultados não 

foram mantidos em crianças, sendo atribuído este fato à dificuldade de 

ingesta dos comprimidos e pela biodisponibilidade da droga em crianças 

(Machado et al., 2010). 

 

IV. 4.1 - Resistência à terapia com Sbv: 

 

A seleção de Leishmania resistente à terapia com antimonial tem 

mecanismo desconhecido. Bases multifatoriais da resposta terapêutica têm  

obscurecido a relação susceptibilidade à droga e resposta clínica. Fatores 

como: imunidade do hospedeiro, fatores farmacológicos, manufatura e lote 

da droga, susceptibilidade das diferentes espécies de Leishmania 

influenciam nessa relação. Em geral, a resistência ao Sbv é adquirida 

durante o tratamento (Rojas et al., 2006) e varia de 10  a 40% dos casos  

(O’Neal et al., 2007). 

A ação do antimonial no amastigota é através de transporte 

desconhecido ou pela aquaglicerporina (AQP1). No parasito, a droga (SbV) 

pode ser convertida a SbV III por thiols ou por redutases ACR2 ou TRD1. 
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SbV III provavelmente interage com algum alvo celular, formando 

conjugados com vários thiols- como a cisteína, glutationa e tripanotiona.  

Não se conhece onde a formação desses conjugados é 

enzimaticamente mediada ou não. Em casos de resistência, os níveis de 

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

 

 

Figura II: Mecanismos de resistência à droga 

 

 

 

Fonte: Ouellette et al., 2004 
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IV. 4.2 -  Imunoterapia: 

 

Em virtude do alto índice de falha terapêutica, do curso prolongado 

e do desenvolvimento de espécies resistentes tem-se buscado opções 

terapêuticas associadas ao tratamento padrão com Sbv. 

Os imunomoduladores se destacam nesse arsenal, desde que a 

leishmaniose se mostra uma enfermidade essencialmente imuno-mediada. 

Estudos com Imiquimode tem sido realizados há mais de uma 

década. Esta droga ativa os receptores toll like (7 e 8) presentes na 

superfície de células apresentadoras de antígeno, aumentando a produção 

de IFN-γ, TNF-α, IL-1e IL-12 : estimulando macrófagos a produzirem 

óxido nítrico (NO), favorecendo a morte do parasito pela indução da 

resposta Th1. Pode também ativar diretamente o macrófago infestado com 

a forma amastigota. No entanto, de forma isolada, o Imiquimode pode 

reduzir o tamanho da lesão, mas não cura. Associado à Paramomicina ou 

Miltefosina atinge índices de cura de até 80% (Miranda-Verastegui et al., 

2009). 

 O GM-CSF pode acelerar a cura por 03 possíveis mecanismos: 

ativação de macrófagos, estímulo da cicatrização e modulação 

imunológica. O seu uso associado ao Sbv reduz a dose e o tempo de 

tratamento e, conseqüentemente, sua toxicicidade (Almeida et al.,1999). 

As vacinas participam das opções terapêuticas. Ensaio clínico 

composta por forma promastigota de cadeia isolada de L. amazonensis foi 

realizado em 2002; e mostrou-se útil nos casos não responsivos a SBv 

isoladamente, com HIV ou que apresentassem LD. Parece induzir resposta                                                                                            

Th1 pelo aumento de IFN-γ. A cura foi obtida associando-a ao Sbv (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 clínico de doenças como asma e 

doença de Crohn. Estão relacionados à indução de IL-10,  a qual modifica a 

resposta Th1 em direção à Th2. No entanto, a terapia anti-helmíntica 

associada ao Sbv não acelerou a cura da LC (Newlove et al., 2011). 

Finalmente, o entendimento de que uma resposta imune 

inflamatória e exacerbada é importante na patogênese da LC e que o TNF-

α desempenha um papel importante nesse contexto, abriu perspectiva para 

o uso da pentoxifilina como nova opção na imunoterapia associada ao 

tratamento da LC. 

 

IV. 4.3 - Pentoxifilina 

 

A pentoxifilina é uma metilxantina que inibe a fosfodiesteras IV 

(PDE IV), o que impede a degradação de AMP-cíclico (AMP-c) e 

prostanóides, aumentando a concentração intracelular de AMP-c em células 

pró-inflamatórias e do sistema imune (Eigler et al., 1997).  

O aumento do AMP-c regula negativamente a expressão dos fatores 

de transcrição NF-kB e NF-AT. A inibição desse fatores contribui no 

bloqueio da síntese de TNF-α, por inibir a mensagem de transcrição RNA-

m de macrófagos; diminuindo também in vivo e in vitro a expressão de 

moléculas de adesão intra-celular 1 (ICAM-1) em monócitos (Neuner et al., 

1997). 

A pentoxifilina tem ação hemorreológica, favorecendo a 

flexibilidade de hemácias; facilitando o trânsito através de capilares e 

promovendo também a degranulação de plaquetas (Blam et al., 1996). Esta 

droga tem sido usada em doenças inflamatórias e infecciosas como: SARA 

(Síndrome de Angústia Respiratória 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 convicção de que a leishmaniose é associada à resposta imune 

intensa e com componentes pró-inflamatórios desbalanceados; fortalece o 

uso de imunomoduladores que tenham o TNF-α como alvo de modulação. 

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

de 300 a 1200mg/dia e não houveram efeitos tóxicos relevantes. 
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V - CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

 

V.1 – Modelo do estudo 

 

Ensaio clínico controlado, duplo-cego, randomizado de fase III, 

comparando a associação de pentoxifilina com antimonial pentavalente 

(grupo de estudo) e placebo associado ao antimonial pentavalente (grupo 

controle) no tratamento da LC. 

 

V.2- População do estudo e randomização 

 

O estudo tem como base a população do posto de saúde de Corte de 

Pedra, no município de Tancredo Neves (BA), área de transmissão de L. 

braziliensis. Os pacientes tiveram o diagnóstico de LC confirmado por 

critério clínico (presença de úlcera clássica) e critérios laboratoriais: PCR 

ou positividade da cultura para Leishmania ou intradermoreação de 

Montenegro. Foram incluídos os pacientes que concordem em participar do 

estudo, mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) – Anexo I.  

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 Inclusão  

o Leishmaniose cutânea ulcerada, não tratada  e 

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

intradermoreação de Montenegro positiva; 

o Idade: 18 a 65 anos; 

o Sexo: masculino e feminino elegíveis; 

o Presença de no mínimo 1 lesão ulcerada, em 

qualquer localização; 

o Presença de no máximo 3 lesões ulceradas; 

o Diâmetro das lesões variando entre 1  e  5  cm; 

o Evolução clínica da doença não inferior a 1 mês e 

não superior a 3 meses                                                                                                         

 

V.4 – Critérios de exclusão  

 

Preocupações de segurança: 

o Evidência de doença subjacente grave (cardíaca, 

renal, hepática, pulmonar) ou maligna;  

o Pacientes com imunodeficiência ou anticorpo para 

HIV; 

o Desnutrição protéica e/ou calórica grave; 

o Qualquer doença infecto-contagiosa, não-

controlada 

o Mulheres grávidas ou lactentes; 

o Alergia ao antimoniato ou à pentoxifilina. 
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Falta de adequabilidade para este estudo:  

o Tratamento anterior para leishmaniose; 

o Pacientes LC sem lesão (ões) ulcerada(s); 

 

Razões administrativas: 

Incapacidade ou negação em assinar o consentimento informado 

(paciente e/ou pais/representante legal); não disponibilidade para as visitas 

ou para os procedimentos do estudo. 

 

V.5- Administração dos tratamentos do estudo 

 

Antimoniato de meglumina – ampolas com 5ml contendo 81mg de 

antimônio pentavalente (Sbv) por ml: dose de 20mg/kg/dia por 20 dias, 

administrado por via endovenosa (sem necessidade de diluição).  

o Pentoxifilina – cápsulas contendo 400mg de 

pentoxifilina, deglutidas após as três principais refeições, 

durante 20 dias em paralelo ao uso do antimoniato de 

meglumina. 

o Placebo – cápsulas contendo placebo serão 

deglutidos após as três principais refeições, durante 20 dias, 

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

 

o Os pacientes serão avaliados clínico-

laboratorialmente antes de iniciar o tratamento e 15 dias após o 

mesmo;  

o Avaliação clínica mensal nos 3 primeiros meses 

após o tratamento, sendo a última avaliação clínica 1 ano após o 

início da terapêutica; 

o Os pacientes deverão devolver as ampolas de  Sbv 

e as cartelas de pentoxifilina ou placebo a cada visita (usadas e 

não usadas), devendo-se fazer uma anamnese dirigida para 

detectar uso irregular da medicação. 

 

V.7 – Critério de cura 

 

Cicatrização total da(s) lesão (ões), sessenta dias após o início do 

tratamento.                                                                                                                                          

 

V.8 – Critério de falha terapêutica 

 

o Persistência da ulceração ou infiltração na borda 

da lesão, 90 dias após o início da terapêutica; 

o Recidiva da doença ou aparecimento de lesão 

mucosa após o início do tratamento, em acompanhamento de 

até 1 ano; 



40 
 

 

o Efeito colateral importante ou alergia às drogas 

utilizadas que impliquem na interrupção do tratamento.  

 

V.9 – Procedimento em caso de falha terapêutica 

 

o Nos pacientes considerados falha terapêutica, uma 

nova série de antimonial será fornecida, com igual dose, por 

20 dias. A persistência de atividade indicará tratamento com 

Anfotericina B. 

o Pacientes que apresentarem infecções associadas 

será feito uso de antibiótico sistêmico por sete a dez dias. 

 

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

segurança 

o Intolerância ao esquema terapêutico - efeitos 

colaterais moderados ou severos que impeçam a continuidade 

do esquema terapêutico. Os moderados são sinais ou 

sintomas que necessitem suspensão temporária do 

tratamento. Os severos não mantêm a medicação, incluindo 

alterações da função renal, hepática ou cardíaca, 

manifestadas clinicamente. 

o Falha na administração de três doses consecutivas 

ou necessidade de mais de 30 dias para realização do 

tratamento; 

o Solicitação expressa do paciente para se retirar do 

estudo. 
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o O investigador deverá perguntar ao paciente em 

cada visita, se ele/ela apresentou ou não qualquer problema 

médico incomum.  

o Todos os eventos adversos que ocorrerem durante 

o tratamento do estudo devem ser documentados, 

independentemente da suposição de uma relação causal, na 

página respectiva da ficha clínica (CRF). A documentação de 

eventos adversos inclui data de início e término, e gravidade 

de acordo com a escala CTCAE (Trotti, 2003). O 

investigador também deverá avaliar a probabilidade de uma 

relação causal do evento adverso com a medicação do estudo 

como provável, não avaliável, ou improvável.  

 

V.11 Análises clínicas laboratoriais 

 

De cada paciente foi coletado uma amostra de 20 ml de sangue 

venoso periférico, para a realização de testes laboratoriais, antes e 15 dias 

após o início do tratamento, e compreenderão os seguintes parâmetros: 

Hematologia: leucócitos, hemoglobina, plaquetas  

Substratos: creatinina, uréia 

Enzimas: SGOT/AST, SGPT/ALT  

Gravidez: Beta-hCG; presença ou ausência; em mulheres 

que possam engravidar. 

 

V.12 Avaliação da produção de citocinas e quimiocinas 

 

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas de 20 

mililitros de sangue venoso heparinizado, por centrifugação, usando o 
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gradiente de separação ficoll-hypaque (Organon Teknika, Durnham, NC, 

USA). Após lavadas em solução salina, foram suspensas em  RPMI 1640 

(Gibco, Gran Island NY) suplementado com  10% de soro inativado AB+ e 

antibióticos. As células foram ajustadas para a concentração de107/ml e 

alíquotas de 0,1ml (106 células foram encubadas em placas de 24 poços a 

37o C com 5% de CO2 com ou sem adição de antígeno solúvel de 

Leishmania (SLA) na concentração 5µg/ml. Após 72h, sobrenadantes 

foram coletados e TNF-α, 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 antígeno solúvel de 

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

LM (Reed et al., 1986). 

 

V.13 – Análise estatística 

 

A comparação entre a resposta imunológica dos dois grupos 

placebo e pentoxifilina foi realizada pelo teste pareado de Wilcoxon. O 

teste não paramétrico foi escolhido considerando-se que a amostra não 

respeitava uma distribuição Gaussiana.  A diferença entre os grupos foi 

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

 

V.14 – Considerações éticas 

 

Este estudo foi elaborado segundo as diretrizes éticas internacionais 

para pesquisas Biomédicas envolvendo seres humanos (Resolução 196/96 

CNS, 1996), e foi submetido a julgamento pela Comissão de Ética em 

Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira da Universidade Federal da 

Bahia. 
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Antes do ingresso na pesquisa, os pacientes forneceram o 

consentimento voluntário após informação, por escrito, o qual consta de 

todas as informações sobre a pesquisa, incluindo exames e tratamentos a 

que serão submetidos, além da garantia de que continuarão a receber 

devida assistência 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 Sbv associado a placebo ou à 

pentoxifilina não diferiram nas características clínico-epidemiológicas de 

base (tabela 1). Não houve diferenças entre os grupos baseando-se em sexo, 

idade, número de lesões ou tamanho das lesões. Dos 20 pacientes incluídos, 

03 não compareceram na visita do 15º dia para coleta de sangue e dosagem 

de citocinas e quimiocinas na 2ª avaliação imunológica, sendo excluídos do 

estudo.  

Falência terapêutica foi observada em 14% dos pacientes que 

receberam Sbv associado a pentoxifilina. No grupo controle, 45% dos 

pacientes não foram curados após 60 dias de tratamento. O tempo de cura 

foi maior neste grupo (P<0,05).  

Os níveis de CCL-3 em ambos os grupos são mostrados na figura 1. 

Houve diminuição importante nos níveis de CCL-3 nos pacientes do grupo 

da pentoxifilina após terapia. Nos demais essa diminuição foi discreta.  
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Tabela 1: Dados epidemiológicos e clínicos dos pacientes com LC 

tratados com a associação de pentoxifilina e Sbv (grupo de estudo) ou com 

placebo e Sbv (grupo controle).  
 

 Sbv Sbv+Pentoxifilin

a 

 Valor de P# 

Sexo masculino (%) 77 86 0,10 

Idade (M ± DP)* 30 ± 10 28 ± 5 0,64 

Falha terapêutica (%) 45 14 0,05 

    

Número de lesões (M±DP) 

 

1 ± 0 1,7 ± 0,5 0,11 

Tamanho das lesões (mm) 

(M±DP) 

 

25x22 25x19 0,12 

Tempo de cura (dias) 

(M±DP) 

103±22 81±4 0,18 

 

* M representa a Mediana e DP o desvio padrão  

# Teste não-paramétrico de Mann-Whitney 

As concentrações de TNF-α antes e depois da terapia estão 

evidenciadas na Figura 1. No grupo Pentoxifilina a média de TNF-α foi de 

660 pg/ml; variando de 320 a 1000 pg/ml. Após a terapia, a média caiu 

para 150 pg/ml, oscilando os níveis entre 80 e 150 pg/ml (P = 0,007). No 

grupo placebo a média de TNF-α antes da terapia foi 370 pg/ml, variando 

entre 510 e 230 pg/ml, caindo após a terapêutica para 150 pg/ml, com taxas 

entre 0 a 300 pg/ml (P = 0,003). Enquanto a percentagem de supressão de 

TNF-α no grupo placebo foi 48%, nos pacientes que receberam a 

pentoxifilina a supressão foi de 79% (P = 0,0004). 
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Figura 1. 1A. Níveis de TNF-α em culturas de PBMC de pacientes com 
LC tratados com Sbv e placebo (N=9) ou Sbv e Pentoxifilina (N=8) no dia 0 
e 15 de tratamento. 1B. Supressão da produção de TNF-α medidos em 
sobrenadantes de células mononucleares do sangue periférico cultivadas 
com antígeno solúvel de leishmania por 72 h pela técnica ELISA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

  
                 * Teste de Mann-Whitney 
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Os níveis de CCL-3 também diminuíram no D15 de tratamento, 

principalmente no grupo de pacientes que foi tratado com a associação de 

Sbv e pentoxifilina (figura 2). No grupo controle também houve queda na 

produção de CCL-3, porém menos pronunciada e não significante (figura 

2). 

   

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Os níveis 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). Após o tratamento 

houve elevação para 405 pg/ml, variando entre 800 pg/ml a 10 pg/ml 

(P=0,001). No grupo controle as variações entre as médias foram modestas: 

173 pg/ml a 369 pg/ml (P = 0,03). Os níveis de CXCL-10 no grupo 

pentoxifilina foram: 250  pg /ml antes da terapia e 338 pg/ml após terapia 

(P = 0,009). No grupo placebo, 128 pg/ml antes da terapia e 453 pg/ml após 

terapia (P = 0,072). 
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Figura 3. Níveis de CXCL-9 (figura 3A) e CXCL-10 (figura 3B) de 
pacientes com LC tratados com Sbv e placebo (N=9) ou Sbv 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.  
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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 elevação nos pacientes que evoluíram 

com falha terapêutica (Figura 3B). 
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VII – DISCUSSÃO 

 

Nosso estudo mostra que a associação de pentoxifilina com Sbv se 

associa a uma maior taxa de cura da LC (86%) quando comparada a 55% 

de cura no grupo Sbv e placebo. A diferença na taxa de cura foi significante 

apesar do número pequeno de pacientes incluídos. A eficácia da associação 

de pentoxifilina ao Sbv tem sido descrita em formas refratárias de LM 

(Lessa et al., 2001), e também em estudo controlado no tratamento inicial 

da LM onde o grupo tratado com pentoxifilina + Sbv  teve 82% de cura 

comparado a 41,6% no grupo controle (Machado et al., 2007). 

Adicionalmente, estudo realizado no Irã em pacientes com  LC causada por 

L. major também demonstra uma maior taxa de cura em pacientes tratados 

com pentoxifilina+ Sbv (Sadeghian et al., 2006). 

A diminuição de TNF-α após 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 níveis de TNF-α após o tratamento foi 

documentada nos grupos controle e experimental (pentoxifilina associada a 

Sbv). No entanto, a supressão da produção de TNF-α foi mais intensa no 

grupo pentoxifilina (P = 0,0004), o que confirma a ação inibidora da 

produção de TNF-α pela pentoxifilina.  

A queda na produção de TNF-α se acompanhou de uma menor 

produção de CCL-3 durante o tratamento nos dois grupos, sendo mais 

acentuada no grupo tratado com pentoxifilina. Embora CCL-3 esteja 

associada com produção de IFN-γ e proteção (Brandonísio et al., 2002), 

este dado sugere que esta quimiocina também possa estar envolvida com a 

patogênese da LC e seja inibida pela ação da pentoxifilina. 

Assim como o TNF-α, as quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10 

também podem participar da indução do dano tecidual na leishmaniose, 

neste caso, através do recrutamento de células T ativadas para o território 
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cutâneo (Ritter et al., 2002). Além da LC, CXCL-9 e CXCL-10 mostram-se 

com níveis elevados em doenças imunologicamente mediadas do sistema 

nervoso central, como a coréia de Sydenham e paraparesia espástica 

tropical ou mielopatia (HAM/TSP) (Narikawa et al., 2005), o que reforça a 

hipótese de que estas quimiocinas tenham ação patogênica.  

Nos pacientes que evoluíram com falha terapêutica, foi 

documentado um aumento dos níveis de CXCL-9 e CXCL-10 no D15 de 

tratamento, principalmente no grupo que não utilizou a associação 

pentoxifilina-Sbv. A quimiocina que apresentou elevação marcante e 

significantemente associada com falha terapêutica foi a CXCL-9, o que é 

coerente com o entendimento de que a sua produção tecidual se associa a 

injúria e patogênese. Adicionalmente, este dado indica uma potencial 

aplicação da medida da produção de CXCL-9 como marcador da resposta 

terapêutica na LC. 
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VIII – PERSPECTIVAS DE ESTUDO 

 

 

 

1. Avaliar a correlação entre os níveis de quimiocinas 

(notadamente CXCL-9) e a resposta terapêutica, através da 

realização de um estudo de coorte. Os dados deste estudo podem ter 

aplicabilidade para definir marcadores biológicos de prognóstico na 

LC. 

 

2. Aumentar o número de pacientes avaliados através de ensaio 

clínico randomizado e controlado, comparando a associação 

pentoxifilina e Sbv com o placebo e Sbv. A possível confirmação do 

benefício desta associação poderá ter impacto no tratamento 

convencional da LC.  
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IX – CONCLUSÕES 

 

 

1. Este ensaio clínico, randomizado, placebo-controlado 

demonstrou que a pentoxifilina associada ao Sbv aumenta 

significativamente a taxa de cura da LC. 

 

2.  O uso da pentoxifilina se associa à redução significativa de 

TNF-α e CCL-3 indicando papel patogênico destas substâncias. 

 

3. O aumento nos níveis de CXCL-9 mais pronunciado nos 

pacientes com falha terapêutica sugere que a mensuração desta quimiocina 

pode ser usada como marcador de prognóstico. 
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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 Th1 

cytokines. An inhibitor of TNF-α (pentoxifylline) combined with Sbv 

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-α 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-α 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-α 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-α and 

CCL3 after therapy more evidence in the pentoxifylline group. The increased levels of 

CXCL9 and CXCL10 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 countries1 

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-α and IFN-γ  found in supernatants of peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) and tissue2,3. The participation of TNF-α in the 

pathogenesis of inflammatory and auto-immune diseases4 as well as in CL and mucosal 

leishmaniasis (ML) has been documented2,3. In CL there is an association between 

production of this cytokine and development of cutaneous lesions5 and an association 
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between the frequency of cells expressing TNF-α and the size of the ulcer2 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 diseases9. Pentoxifylline 

inhibits TNF-α production 10 and the association of pentoxifylline plus antimony 

decrease the healing time of CL and ML 11,12, is more effective than antimony alone 11,12 

and cure MLs and CL patients refractory to antimony therapy13. 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 107/ml and 

aliquots of 106 cells were incubated in plates with or without addition of soluble 

leishmania antigen (SLA) at the concentration of 5µg/ml. After 72 hours supernatants 

were collected and TNF-α, 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 described14. 

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 15th, 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-α 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-α 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-α 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-α 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-α 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-α and CCL3 levels and increasing of CXCL9 and CXCL10. However the changes 

in TNF-α and chemokine levels were greater in patients treated with antimony plus 

pentoxifylline indicating that pentoxifylline down modulate not only TNF-α 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-α 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-α and CCL3 is different from the 

one that secret CXCL9 and CXCL10. 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 15. These non-

classical monocytes produce more TNF-α than the intermediate and classical 

monocytes16 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-α 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 CXCL9 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.  



73 
 

 

        Table 1. 
 
 

           
 
        Kruskal-Wallis test.

  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                     28 ± 5                         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   
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Figure Legends 

 

Figure 1: TNF-α and Chemokine Level of Patients with Cutaneous Leishmaniasis 

Before and After Therapy with Antimony Associated to Pentoxifylline or Antimony 

plus Placebo. 

TNF-α (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 Cutânea.  

Investigador Principal: Paulo Roberto Lima Machado, médico, Serviço de 

Imunologia, 5o andar, Hospital Universitário Prof. Edgard Santos, Rua João das 

Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia. 

Instituição: Universidade Federal da Bahia.  

Telefone: 32377353  

 

Convite e Objetivo: Você 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). Você vai receber um medicamento (Glucantime), recomendado 

pelo Ministério da Saúde (MS), no tratamento da Leishmaniose Tegumentar 

com as doses dentro das especificações deste Ministério; (MS, 2000). O 

presente estudo destina-se a avaliar se a associação de um outro medicamento 

chamado Pentoxifilina poderá curar mais rápido e de maneira mais eficiente a 

sua doença. O tratamento com Glucantime será realizado com uma série de 20 

injeções diárias por via intra-venosa; a associação com a Pentoxifilina será feita 

com 3 cápsulas por dia durante 20 dias. 

 

Participação Voluntária: A sua participação neste estudo é voluntária. Caso 

você não queira participar deste estudo não haverá qualquer tipo de problema 

ou perda de benefícios a que você tenha direito. Você pode se retirar deste 
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estudo a qualquer momento, sem qualquer problema, e continuará tendo direito 

ao tratamento gratuito da Leishmaniose com Glucantime. 

 

Procedimentos: Concordando com a participação no estudo, faremos o 

seguinte: 

1 - Preenchimento da ficha individual (informações sobre sua doença); 

2 - Vamos coletar 20 ml de sangue venoso com seringa descartável, para 

realização de exames de laboratório, 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 confirmação do diagnóstico se procederá a coleta de exames com os 

procedimentos recomendados pelo Ministério da Saúde (M.S., Brasil, 2000) 

através de aspirado ou biópsia de lesão na pele para: 

3.1 - Histopatologia das lesões e PCR; 

3.2 - Isolamento do parasito em meios de cultura.  

4- Serão feitas duas avaliações de exame de sangue (no início do tratamento e 

após 15 dias) para controle laboratorial. 

 

Duração do estudo: Você deverá voltar ao Posto de Saúde 15 dias após o 

início do tratamento e uma vez por mês nos 3 primeiros meses. A última 

avaliação clínica será 1 ano após o tratamento. 

 

 

Confidencialidade: A participação neste estudo será confidencial e os registros 

ou resultados dos testes relacionados ao estudo serão mostrados apenas aos 

participantes e aos representantes da UFBA. Os resultados do estudo serão 

apresentados em órgãos de divulgação pública como congressos e eventos 

científicos, sem identificar os pacientes do estudo. 
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Benefícios e Riscos: Participando do estudo, o paciente ou a família não 

obterão quaisquer benefícios adicionais além dos já citados (diagnóstico da 

infecção e/ou doença).  

I. A biópsia é um procedimento utilizado de rotina no diagnóstico da 

Leishmaniose que implica em dor local, apenas na aplicação de anestesia, 

e posterior retirada de fragmento de pele com material esterilizado, 

obedecendo todas as normas de segurança e assepsia e que poderá ocorrer 

sangramento em pequena quantidade. A realização da biópsia de pele 

será feita apenas por médicos ou acadêmicos de medicina sob supervisão 

dos médicos participantes do referido projeto. 

II. O Glucantime e a Pentoxifilina são medicamentos que tem sido usados 

na leishmaniose e em outras doenças com bom nível de segurança. Os 

efeitos colaterais mais comuns que podem acontecer em algumas pessoas 

são: dor de cabeça, dor nas “juntas” ou enjôos. Na maioria das vezes são 

considerados leves e desaparecem mesmo sem interromper o tratamento. 

O tratamento poderá ser encerrado caso ocorram efeitos adversos além 

dos esperados e que possam prejudicar os pacientes.  

 

Custos: Você não terá nenhum custo para participar deste estudo. Você terá 

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

 

Esclarecimentos: Você têm direitos aos esclarecimentos que julgarem 

necessários a qualquer período do desenvolvimento deste estudo. O Dr. Paulo 

Machado, cujo número de telefone é 71-32377353, terá disponibilidade para 

atender e esclarecer possíveis dúvidas. No Posto de Saúde de Corte de Pedra, o 

Sr. Ednaldo Lago pode ajudar a esclarecer dúvidas. Você também pode obter 

informações sobre a condução ética deste estudo com o Comitê de Ética em 

Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, no 1o andar do Hospital 
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Universitário Prof. Edgard Santos, Rua João das Botas s/n, Canela, 40110-160, 

Salvador-Bahia, telefone: 71-32838043. 

 

Consentimento: Afirmo estar devidamente esclarecido sobre o conteúdo deste 

termo e ter recebido uma cópia 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 

________________________________________   ___/___/______   _______ 

       

 

       

     Impressão dactiloscópica   

   

 (p/ pessoa não alfabetizada) 
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XIII.2  - Anexo 2:.  

APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 
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XIII-3 - Anexo  3: ESCALA CTCAE 

 

 
1. CTCAE 4.02 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


