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I. RESUMO

ENSAIO CLINICO DUPLO-CEGO E RANDOMIZADO SOBRE O
USO DE ANTIMONIAL PENTAVALENTE ASSOCIADO A
PENTOXIFILINA NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
CUTANEA.

Introducéo: A leishmaniose cutanea (LC) é uma endemia, que causa danos
socio-econdmicos relevantes. Tem-se mostrado que a resposta imune
inflamatdria na leishmaniose por L. braziliensis é fundamental na génese
das ulceracBes: (1) intenso infiltrado inflamatério na lesdo, com poucos
parasitas, (2) producdo elevada de IFN-y e TNF in situ, (3) correlacdo
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 producédo de
TNF, citocina pro-inflamatoria. Objetivo: Avaliar em um ensaio clinico
controlado de fase 111 a eficicia da pentoxifilina associada ao antimonial na
resposta terapéutica em pacientes com leishmaniose cutanea. Metodologia:
Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado de 164
pacientes com LC atendidos no posto de saude de Corte de Pedra (BA).
Foram incluidos pacientes apresentado de 1 a 3 lesdes ulceradas com 1 a 3
meses de evolugéo, entre 18 e 65 anos, com isolamento de L. braziliensis
por PCR ou cultura. 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: cicatrizacdo total das lesdes 60 dias apds término do
tratamento.

Resultados: N&o houve diferenca entre os grupos com relacdo ao critério

de cura inicial (dois meses ap0s tratamento) (p=0,64), tempo de cura
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(p=0,89), e necessidade de segunda série de tratamento (p=0,64). A
incidéncia de efeitos adversos foi maior no grupo pentoxifilina (37,8%),
enguanto que no grupo placebo foram 23%. Cefaléia (11%), ndusea (8,6%)
e mialgias (13,5%) foram significativamente mais frequentes no grupo
pentoxifilina, enquanto artralgias (12%) foram mais frequentes no grupo
placebo. Conclusdo: Este estudo demonstrou que a associacdo Sb' e
pentoxifilina ndo foi mais efetiva que o tratamento convencional com Sh’
na LC causada pela Leishmania braziliensis na Bahia, Brasil. Palavras-

chave: 1. Leishmaniose Cuténea; 2. Imunoterapia; 3. TNF; 4. Pentoxifilina.
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1. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar através de ensaio clinico controlado de fase Il o uso da
pentoxifilina associada ao antimonial pentavalente no tratamento da

leishmaniose cutanea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliacdo do desfecho primario do ensaio clinico:

indice de cura final (seis meses pds-tratamento)

Avaliacéo dos desfechos secundarios:
Indice de cura inicial (dois meses pos-tratamento)
Tempo de cicatrizagéo

Necessidade de 22 serie de tratamento com antimonial pentavalente isolado
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I11. INTRODUCAO

A Leishmaniose é doenca de ampla distribuicdo, mas como muitas
outras doencas tropicais negligenciadas, ocorre de modo focal e em locais
remotos, dificultando a exatiddo de dados a partir de fontes oficiais (Bern et
al., 2008). Além de negligenciada, € ignorada no rol das doencas tropicais
(Hotez et al., 2006). No Brasil a incidéncia de leishmaniose cutanea
apresenta uma estabilidade nos ultimos anos:

Tabela I: Incidéncia de leishmaniose cutanea no Brasil

Ano NuUmero de casos/Ano
2008 3233
2009 3453
2010 4835
2011 3838
2012 4430
2103 2769
2104 2100
2105 2275

Fonte: Datasus

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania podem levar as
formas tegumentar e visceral. Os principais agentes da leishmaniose
cutinea no novo mundo sdo Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania braziliensis panamensis, Leishmania mexicana
amazonensis, Leishmania mexicana mexicana (Desjeux et al., 1992;
Lainson et al., 1983). A leishmaniose tegumentar americana (LTA)
acomete outras especies além do homem e a transmissdo do parasita entre
animais silvestres ¢ bem documentada. A invaséo humana nas florestas
alterou o ciclo do vetor-hospedeiro, trazendo a leishmaniose para 0 homem

e animais domésticos (SVS/MS, 2007). O agente da leishmaniose é
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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 apés a picada, onde se
prolifera. Essas células captam o parasita, migram para o linfonodo,
transformando-se em células dendriticas maduras e 0 apresentam para as
células T. Adicionalmente, essas células apresentadoras de antigeno sdo
também fonte de IL-12, citocina crucial para a indugdo da resposta Thil,
mediada pelos linfocitos CD4 (Ritter et al., 2002). Essas células produzem
IFN-y, ativando os macrofagos. Na auséncia desta resposta, ocorre a
leishmaniose cutanea difusa (LCD) — onde se observam multiplas lesdes
nodulares com macrofagos cheios de parasitas (Sher et al., 1992). QOutras
formas classicas de LTA sdo mais comuns e incluem a cutanea localizada,
disseminada e mucosa (Jones et al., 1987). A leishmaniose cutanea
localizada (LC) é caracterizada por Ulcera unica ou maultipla com borda
bem delimitada e aspecto granulomatoso. A leishmaniose mucosa (LM) se
caracteriza por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas
superiores e é secundaria a lesdo cutanea. Acredita-se que a lesdo mucosa
metastatica ocorra por disseminacdo hematogénica ou linfatica. Geralmente
surge apos a cura clinica da LC. Na maioria dos casos, a LM resulta de LC
de evolucdo cronica e curada sem tratamento ou com tratamento
inadequado. A forma disseminada (LD) é uma apresentacdo caracterizada
por mais de 10 lesGes papulares e/ou acneiformes e/ou ulceradas em pelo
menos duas partes do corpo. Estudos sugerem um desequilibrio da resposta
imune nas formas cutanea e mucosa, conduzindo a uma exacerbacdo da
resposta inflamatoria e consequentemente, o dano tecidual (Faria et al.,
2005, Machado et al., 2007).

Na leishmaniose causada por Leishmania braziliensis, comum na
area endémica estudada, as lesbes sdo caracterizadas por: (1) Infiltrado

inflamatdrio rico e com poucos parasitas (Faria et al., 2005), (2) IFN-y ¢
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TNF em concentragcbes altas nas células mononucleares do sangue
periférico e no tecido (Bacellar et al., 2002) , (3) células T CD4+ e T CD8
freqlientes nas lesdes (Faria et al., 2005), (4) ha correlagdo entre citocinas
inflamatdrias e tamanho da Ulcera (Antonelli et al., 2005), (5) IFN-y e TNF
decrescem ap0s terapia e cura da doenca (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998), (6)
tratamento precoce com antimonial antes da formacdo da uUlcera €
associado a alto indice de falha, sugerindo-se a estreita relacdo da resposta
inflamatoria ao aparecimento da ulcera (Machado et al., 2002).
Desnutricdo, deficiéncia de ferro e sexo masculino tem sido associados as
formas mais severas (Machado-Coelho et al., 2005). 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). A droga
de escolha é o antimonial pentavalente (Sb"). A Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) recomenda o calculo em mg/Sh'/kg/dia (Gontijo et al., 2003)
como padrdo. A estrutura molecular dos antimoniais, 0 seu metabolismo e
mecanismo de acdo ainda estdo sendo investigados. Sugere-se que
antimoénio pentavalente (Sb") age como um pré-farmaco que é convertido
em ativos e mais antimonio trivalente (SBIII). (Goodwin, et al., 1943;
Shaked-Mishan et al., 2001). N&o é ainda claro se a forma ativa final é de
Sb (V) ou Sb (I11). O local (se amastigota ou macrdfagos) e 0 mecanismo
de reducdo (enzimética ou ndo enzimatica) permanecem controversos. A
capacidade dos parasitos em reduzir Sb (V) para Sb (111) é especifico do
estagio. Exemplo, amastigotas, mas ndo promastogotas, podem reduzir Sh
(V) para Sb (I11). Isto explica porque os amastigotas sdo mais susceptiveis
ao Sb (V) (Goyard et al., 2003). A conversdo de Sb (V) para Sb (111) pode
ocorrer em macrofagos e parasitas, e o parasita desempenha um papel

importante na geracdo de concentracOes letais de Sb (I11) (Sereno et al.,
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1998). Evidéncias obtidas de que Sb (I1I) entra na célula da Leishmania
através da aquagliceroporina (AQP1) e que 0 nivel de expressdo dessa
porta de entrada modularia a resisténcia do parasito ao Sb (I11). Descreveu-
se também que o modo de acdo do Sb' é dependente de varios fatores,
incluindo subconjuntos de células T e citocinas (Murray, et al., 2001). O
Sb" aumenta diretamente a fagocitose, anions superédxidos e a producédo de
TNF, mas somente via TNF h& aumento indireto na producdo de Oxido
nitrico por fagaécitos de individuos saudaveis, in vitro (Muniz-Junqueira et
al., 2008).

Cardiotoxicidade (Convit et al., 1987), hepatotoxicidade (Martinez
et al., 1997), nefrotoxicidade (Scope et al., 2003) e pancreatite (Saldanha et
al., 2000) limitam sua seguranca. Adicionalmente, o SB' é abortivo,
devendo ser evitado durante a gravidez. O seu uso tem sido limitado pela
auséncia de eficacia, pelo tempo prolongado do tratamento e pelo aumento
crescente de resisténcia terapéutica: 10 a 40% de falha em formas cutaneas
classicas de leishmaniose (Machado et al., 2010).

Dessa forma, diversas opgdes terapéuticas ao tratamento padrdo tém
sido investigadas. (Santos et al., 2014; Almeida et al., 2005). A convicgao
de que a leishmaniose € associada a intensa resposta imune e a um
desequilibrio dos componentes pro-inflamatérios, fortalece o uso de
imunomoduladores, como a pentoxifilina, reconhecido inibidor de TNF.

A pentoxifilina associada ao antimonial acelera o tempo de cura na
leishmaniose mucosa (LM) (Machado et al., 2007) e também nas formas
cutaneas (Sadeghian et al., 2006 ). Esta droga bloqueia a transcricdo de
TNF pelo RNA-m dos macréfagos, diminuindo a expressdo 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 resposta
terapéutica em pacientes tratados com antimonial isoladamente ou

associado a pentoxifilina nos caso de leishmaniose por L. braziliensis.
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IV. REVISAO DE LITERATURA

IV. 1 - Introducéo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é um sério problema
de satde publica e social, sobretudo nos paises em desenvolvimento. E uma
doenca endémica com uma incidéncia anual de 0,7 a 1,2 milhdes de
casos/ano (Alvar et al., 2012). E desfigurante e estigmatizante, afeta a pele
e membranas mucosas e é causada por parasitas do género Leishmania. Os
principais agentes da LTA sdo L. braziliensis, L. guyanensis, L. braziliensis
panamensis, L. mexicana amazonensis, L. mexicana mexicana (Lainson et
al., 1983). No Brasil a infeccdo é causada predominantemente pela espécie
L. braziliensis. O periodo de incubacdo da doenca no homem tem uma
média de 60 dias, variando de duas semanas a 24 meses (MS/SVS). A
leishmaniose cutanea localizada forma mais comum de LTA e objeto de
nosso estudo, pode evoluir para cura espontanea ou progredir para a
formacdo de péapulas, nodulos, placas e, principalmente, ulceras. Pode
ocorrer invasdo de linfonodos regionais, progressdo para lesées mucosas
(LM) (Gontijo et al., 2003) e 05% dos curados tém novo episodio de
doenca (Jirmanus et al., 2012). Em areas endémicas, 10% dos individuos
sdo assintomaticos ou subclinicos. (Follador et al., 2002).

O diagnéstico parasitolégico e realizado através de métodos diretos
utilizando-se material coletado para bidpsia ou aspirado das uUlceras. Dentre
0s métodos diretos estdo: cultura — onde o material da base da Ulcera é rico
e a combinacdo de microscopia mais cultura aumenta a sensibilidade
diagndstica em até 85% (Murray et al., 2005; Wilson et al., 2011) e PCR —
Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction), que é um
método de amplificacdo (de criacdo de multiplas copias) de DNA (&cido

desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo vivo. A cultura ou analise


http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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de DNA permite a identificacdo precisa da espécie. A deteccdo do parasito
por técnica de PCR é sensivel para o diagnostico de LM e LC, no entanto,
cultura e PCR séo técnicas laboratoriais de dificil execucdo (Murray et al.,
2005; Wilson et al., 2011). Dentre os métodos indiretos a sorologia e a
intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) tém sido utilizados. Os testes
sorologicos apresentam baixa sensibilidade (Murray et al., 2005), mas o
valor preditivo da IDRM ¢ alta e € diagnostico em areas endémicas, mesmo
se 0 parasito ndo for identificado na ulcera (Weigle et al., 1991). A IDRM
consiste em uma reacdo de hipersensibilidade retardada, mensuravel
através da presenca de inflamacgédo, eritema ou mesmo erupgdo cutanea
caracteristicas, induzidas em uma dada regido da pele do paciente apos a
injecdo intradérmica de uma solucdo salina metiolada contendo antigenos
inoperantes ou partes destes previamente preparados por processo de lise
celular, liofilizacéo e/ou outros (Mayrink et al., 1989).

As terapias atuais sdo limitadas pela falta de eficacia e o tempo
prolongado, além do crescente desenvolvimento de resisténcia. A droga de
escolha é o antimonial pentavalente (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 Saiude (OMS) recomenda que seja calculado em
mg/Sb'/kg/dia (Gontijo et al., 2003). Os efeitos colaterais mais freqlientes
sdo artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaléia, febre, vémitos, tontura e
inchaco no local da aplicacdo. A cardiotoxicidade, nefrotoxicidade,
pancreatotoxicidade e hepatotoxicidade limitam sua seguranca. N&o deve
ser administrado em gestantes. O Sb" usado isoladamente esta associado a
10 a 40% de falha terapéutica na forma cuténea classica (Machado et al.,
2010).

A anfotericina B € um antibiético macrolideo poliénico, que

interage com o ergosterol da membrana celular, formando poros que
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alteram a permeabilidade celular e o balango idnico, causando a morte da
célula (Croft et al., 2003). E considerada a droga de segunda escolha
quando ndo h& resposta ao tratamento com o antimonial ou na
impossibilidade de seu uso. E contraindicada em cardiopatas, hepatopatas e
nefropatas. Os efeitos sdo febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite
no local da infusdo. Anfotericina B tem indice 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 facil aplicacdo, porém
custo alto. Os seus resultados sdo inferiores ao Shv, conforme reviséo
sistematica (Gonzalez et al., 2009). Poucos estudos foram realizados nas
Américas utilizando as pentamidinas na terapéutica da LTA. A dose
preconizada € de 4mg/kg/dia, por via intramuscular profunda, de 2 em 2

dias, recomendando-se ndo ultrapassar a dose total de 2g.

IV. 2 - Imunopatogénese

A percepcdo de que grande numero de individuos ndo desenvolve a
doenca favorece o papel do hospedeiro nesta infeccdo. Nesses individuos a
resposta Thl € fraca, sugerindo depender de uma resposta imune inata —
com envolvimento de neutréfilos, macréfagos e células NK (Carvalho et
al., 2012).

A leishmaniose cutanea classica (LC) e caracterizada por Ulcera
Unica ou multipla com borda bem delimitada e aspecto granuloso. Estudos
sugerem um desequilibrio da resposta imune nas formas cutanea e mucosa,
conduzindo a wuma exacerbacdo da resposta inflamatéria e
consequentemente, o dano tecidual. As lesdes sdo caracterizadas por: (1)
infiltrado inflamatdrio rico e com poucos parasitas (Faria et al., 2005), (2)
IFN-y ¢ TNF em concentracfes altas nas células mononucleares do sangue
periférico e no tecido (Bacellar et al., 2002), (3) células T CD4+ e T CD8

freqlientes nas lesdes (Faria et al., 2005), (4) ha correlacdo entre citocinas
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inflamatdrias e o tamanho da Ulcera (Antonelli et al., 2005), (5) IFN-y ¢
TNF decrescem ap0s terapia e cura da doenca (Ribeiro-de-Jesus et al.,
1998), (6) tratamento precoce com antimonial antes da formacao da ulcera
é associado a alto indice de falha (Machado et al., 2002), sugerindo-se a
estreita relacdo entre resposta inflamatdria ao aparecimento da Glcera.

As lesdes papulares apresentam menor quantidade de células CD4+
que as lesbes ulceradas (Esterra et al., 1992). Nas Ulceras, 0os macrofagos
estdo relacionados a intensidade da inflamacgéo, assim como plasmocitos e
linfocitos. Estudos sugerem que a resposta humoral diminuida leva a
exarcebacdo da doenca, sugerindo-se o papel mediador das células B na
atividade das células T (Scott et al.,, 1986). A resposta imune na LC
localizada é mais eficiente, com alta producédo de IFN-y e TNF, do que na
LD. (Turetz et al., 2002).

Na conducdo das fases iniciais da resposta imune o papel das
quimiocinas e seus receptores sdo cruciais, colaborando com a evolucéo
para as diferentes formas clinicas descritas (Oghumu et al., 2010). Os
neutrofilos exercem um papel fundamental na correlacdo das respostas
inata e adaptativa: interagem com mondcitos, celulas dendriticas, linfocitos
B e T — através de contato célula a célula ou pelas citocinas produzidas
(Charmoy et al., 2010). A IL-12 e 0 IFN-y coordenam a resposta Thl com
0 recrutamento de células efetoras: TCD4+, TCD8+, macréfagos e células
NK. As celulas T produtoras de IFN-y e IL-2 sdo denominadas Thil,
ativando macrofagos com atividade citotoxica (Heinzel et al., 1991).
Macrofagos sdo leishmanicidas, mas algumas espécies de leishmania
desenvolvem resisténcia (Mosser et al., 2008) e diferencas na resposta
macrofagica da leishmaniose tém sido documentadas. Nos casos sub-
clinicos (SC), os macrofagos controlam mais adequadamente o crescimento
do parasito que na (LC) (Giudice et al., 2012). As interleucinas tém acéo

fundamental na eliminagéo dos parasitos: o IFN-y ¢ relacionado a produgéo
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de 6xido nitrico (NO) e intermediarios do nitrogénio. No entanto, algumas
especies tém desenvolvido polimorfismo genético e fenotipico, gerando
resisténcia (Schriefer et al., 2004). O metabolismo da arginina é
determinante nesse processo: a arginase, expressada na célula do
hospedeiro, pode resultar na producdo de NO ou L-Ornitina, sendo o
primeiro tdxico e o segundo, essencial ao crescimento do parasito (Iniesta
et al., 2001). Existe uma forte associacdo entre o genotipo do parasito e as
diferentes formas clinicas: LC, LM e LD (Schriefer et al., 2004). Nao
houve diferencas histologicas entre as diferentes formas clinicas da LC.
Estudos com biopsias antes e ap0s o tratamento também néo evidenciaram
diferencgas (Esterra et al., 1992). A patologia néo prediz a evolugdo, nem
seu tempo exato. No entanto, as Ulceras antigas apresentam maior
concentracdo de celula CD4+ que as novas, assim como maior
concentracdo de células CD8+ (Dantas et al., 2013).

IL-1 beta (B) e TNF estdo presentes em todas as manifestacoes
tegumentares da leishmaniose. O TNF € produzido por
monaocitos/macrofagos ativados em resposta a produtos de membrana que
se liga a receptores toll-like, sendo também produzido por células NK
(Pirmez et al., 1993). Esta citocina é determinante na inflamagédo e seus
instrumentos na injaria imunoldgica sdo os eicosandides, prostaglandinas,
proteases e leucotrienos (Blam et al., 2001). Induz também a producéo de
NO, necrose, citotoxicidade e expressdo de metaloproteinases. (Baugh et
al., 2001; Gupta et al., 2002; Lehmann et al., 2005). As metaloproteinases
sdo enzimas zinco-dependentes, que degradam a proteina da matriz
extracelular e sdo funcionalmente classificadas de acordo com o substrato
que degrada. (Nagase et al., 1991). MMP-9 ¢ envolvida na degradacdo do
colageno tipo IV, o maior componente da membrana basal da pele.
(Murphy et al., 1994). O aumento dos niveis de TNF produzidos em virtude

da leishmaniose contribui para o0 aumento da producdo de MMP-9. Os
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TIMPs, inibidores naturais das metaloproteinases, sdo importantes nessa
modulacdo; e em LC ha um desequilibrio entre MMP-9 e TIMP-1
(Carvalho, 2014). Os monocitos, em especial os CD16+, sdo também fonte
e principais produtores de MMP-9 (Marzano et al., 2010).

IL-6 e GM-CSF, produzido pelos macrofagos, estdo presentes em
metade dos pacientes com leishmaniose tegumentar (Almeida et al., 1999).
Assim como 0 TNF e a IL-1 beta (B), todas essas citocinas se apresentam
em niveis elevados na LC, LM e na IDRM (Almeida et al., 1999). Em
lesbes auto resolutivas, que predominantemente se apresentam como
Ulceras cléssicas, CCL-2, CXCL-9 e CXCL-10 estdo associadas ao
infiltrado dérmico composto de macrofagos e células TCD4+ (Ritter et al.,
2002). Os niveis séricos dessas quimiocinas sdo mais altos na LM e LC do
que nos casos SC (sub-clinicos) causados por L. braziliensis, também agem
na modulagdo para baixo da resposta Thl nos casos de leishmaniose
visceral (Carvalho et al., 1994; Nylen e Sacks, 2007). CXCL-9 e CXCL-10
sdo fundamentais na resposta imune inata (Ritter e Korner, 1992), critica na
inducéo de TCD8+ (Barbi et al., 2007). Essas quimiocinas tém afinidade
por células que expressam receptores CCR-3, como as TCD4+, TCD8+,
celulas NK, macrofagos e células dendriticas (Oghumu et al., 2010).
CXCL-10 aumenta a citotoxicidade das células NK, representando acéo
protetora na LC e sua producgéo é sustentada pelo IFN-y (Svenson et al.,,
2005). CCL-2 e CCL-3 tem atividade anti-leishmanidtica. Na LD a
expressdo de CCL-2 € diminuida. O parasito pode, seletivamente, inibir a
producdo de CXCL -10 por parte dos neutrofilos, adquirindo resisténcia
(Oghumu et al., 2010).

A IL-10 modula a resposta Thl, diminuindo a pouca producdo de
citocinas pré-inflamatorias, e também neutralizando a producdo de IFN-y
nos estagios iniciais da LC (Rocha et al., 1999). O desenvolvimento da

ulcera classica coincide com aumento dos niveis de TNF e IFN-y, em
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paralelo com a diminuicdo dos niveis da IL-10 (Bacellar et al., 2002). Na
LM foi evidenciada diminuicdo tecidual de receptores para IL-10, quando
comparado a LC, o que justificaria o déficit de regulacdo da resposta
inflamatdria nos casos de lesdo mucosa (Faria et al., 2005). Essa
interleucina favorece a manutencdo do parasito no tecido e foi observada
sua concentracdo diminuida nos curados em relacdo aos com atividade de
doenca (Castellano et al., 2009). A IL-27 tem o papel de diminuir a acao
das células T, e independe da IL-10 (Hunter et al., 1994). Nao foi
relacionada a baixa producéo de citocina nos casos SC com a a¢édo de IL-10
e/ou I1-27 (Novoa et al., 2011).

A IL-32 é uma citocina pro-inflamatéria, produzida por células
imunes e ndo imunes frente a infeccdes bacterianas e virais. Foi
evidenciado que a expressdo do RNA-m da IL-32 (isoforma y) foi mais alta
em lesdes de LM e/ou LC (Galdino Jr. et al., 2014). A IL-32 induz a
producdo de TNF, IL-6, prostaglandina E2 e IL-10 em mondcitos humanos
(Kang et al., 2009; Joosten et al., 2006). H& uma correlacdo positiva entre
IL-32 e TNF na LM e ndo na LC, sugerindo melhor controle de mediadores
inflamatorios na LC (Galdino Jr. et al., 2014). N&o houve correlacédo entre a
IL-32 e IL-10 em nenhuma forma clinica. Essa citocina também exerece
papel em doencas inflamatdrias com dermatite atopica, Chron e artrite
reumatoide (Meyer et al., 2010; Shioya et al., 2007; Joosten et al., 2006) e
infecciosas como M. avium, HIV e influenza A (Bai et al., 2001; Bae et al.,
2012).

A resolucdo da LC localizada é determinada pele aquisicdo da
resposta imune celular (Thl). A intensidade desta resposta depende das
linfocinas produzidas por linfécitos, macrofagos e queratinécitos. O
desequilibrio nesta producdo resulta na ulcera (Pirmez et al., 1993). A
maioria dos individuos ndo produz IFN-y em resposta ao antigeno solavel

de leishmania apds cura. Nos individuos que respondem apds o estimulo do
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antigeno, as células TCD4 (CD45RA CCR7Y ) sdo as responsaveis por essa
producdo. Os linfocitos CD45RACCR7" sdo responsaveis pela memoria
central e os CD45RA CCR7 pela memoria efetora. (Carvalho et al.,
2013). Grande numero de plasmdcitos indica resposta humoral prevalente,
que suprime a imunidade celular e é inefetiva para parasitos intracelulares
(Abbas et al., 2008).

Apds a resolucdo das lesdes o individuo permanece com imunidade
durante um longo periodo de tempo, porém reinfeccdo com L. braziliensis
tem sido documentada na area endémica em até 5% dos casos (Jirmanus et
al., 2012). Desde que parasitos podem permanecer meses ou anos no
tecido, supde-se que as concentracdes de IFN-y ndo sejam suficientemente
altas ou a sua producdo ndo dure tanto tempo (Vargas-Inchaustegui et al.,
2008). Para o controle eficiente do parasito, o hospedeiro necessita
produzir principalmente IFN-y, IL-2 e TNF (de Souza et al., 2010).

Figura I: Parasito e fatores do hospedeiro contribuem na fisiopatologia

da infeccdo por L. braziliensis.

.
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Fonte: Carvalho et al, 2012
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IV. 3- Falha terapéutica a terapia com Antimonial Pentavalente

A selecdo de Leishmania resistente a terapia com antimonial tem
mecanismo desconhecido. Bases multifatoriais da resposta terapéutica tém
obscurecido a relacdo susceptibilidade a droga e resposta clinica. Fatores
como: imunidade do hospedeiro, fatores farmacologicos, manufatura e lote
da droga, susceptibilidade das diferentes espécies de Leishmania
influenciam nessa relacdo. 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).

E bem documentado que a resposta ao antimonial varia de acordo
com a espécie, e que espécies do mesmo complexo podem ter diferentes
evolugbes (Arevalo et al., 2007). Os mecanismos de resisténcia sao
diversos e os detalhes, escassos. Um grupo de glicoproteinas -
proteoglicanos — é super expressada na superficie de promastigotas e
amastigotas de L. donovani resistente a Sb” na India (Samant et al., 2007).
Os fatores do hospedeiro tambem influenciam na resisténcia: ha falha a
qualquer tipo de terapia nos casos de LCD e a associacéo de IFN-y ao Sb"
aumenta o indice de cura nos casos de leishmaniose visceral (LV) (Badaro
et al., 1990).

Em virtude do alto indice de falha terapéutica, do curso prolongado
e do desenvolvimento de espécies resistentes tem-se buscado opc¢oes
terapéuticas associadas ao tratamento padrdo com Sh". A conviccéo de que
a leishmaniose é associada a resposta imune intensa e com componentes
pré-inflamatorios desbalanceados fortalece a necessidade de utilizar
imunomoduladores. Consequentemente, sdo encontrados na literatura
numerosos ensaios clinicos utilizando drogas com atividades

imunoterapicas.
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IV. 4 - Imunoteréapicos

IV. 4.1 - GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor) também conhecido como fator de crescimento hematopoiético, é
comumente utilizado para correcdo de neutropenia ap0s sessdes de
quimioterapia. Age também como chave na resposta Thl7, que é
responsavel por condicdes inflamatorias autoimunes atraves da producao
de IL-6 e IL-23. Ele estimula a apresentacdo de antigenos, induz fagocitose
e polariza macrofagos (M1-like); induzindo-os a producdo de TNF, IL-6,
IL-12 e IL-23 (Nieuwenhuijze et al., 2013). Niveis elevados de GM-CSF
sdo vistos em condigdes inflamatdrias como: esclerose multipla, artrite
reumatoide, obesidade, doencas pulmonares e cancer. Alta densidade de
receptores de GM- CSF em nervos sensoriais levanta a hipotese de que a o
mesmo seria responsavel pelos episodios algicos nessas condicdes
inflamatdrias — sobretudo em sinovite de joelho. A diminui¢do nos niveis
de GM-CSF é fator de protecdo a dor (Hamilton, et al., 2008).

A cicatrizacdo de feridas engloba vérias etapas com participacdo de
celulas inflamatorias, fatores de crescimento e citocinas. O GM-CSF
participa de vérias etapas deste processo. O papel deste ativo ja foi bem
descrito em queimaduras, Ulceras varicosas, Ulceras de pressdo e Ulceras
hansénicas. Ele induz diferenciacdo de miofibroblastos, facilitando a
contracdo da ferida, recruta as células inflamatorias para o loca da ferida,
induz proliferacdo epidérmica e de queratindcitos (Xinlei et al., 2011).

Pela sua acdo nas respostas Thl e Th2 (Parronchi et al., 1991),
foram realizados ensaios clinicos utilizando-o na leishmaniose cuténea,
associado ao Sh’. Em ensaio realizado por Almeida e colaboradores
(Almeida et al., 1999), 70% dos pacientes que receberam o Sh" associado
ao GM-CSF perilesional foram curados, em comparagdo com 10% dos que

ndo receberam a associacdo. O tempo de cura foi menor, apesar da néo ter
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significancia estatistica, no grupo do GM-CSF. O mecanismo de reducao
do tempo e cura pode ser atribuido a: ativacdo macrofagica levando a morte
do parasita (Ho et al., 1990), aceleracdo da cicatrizacdo (Boente et al.,
1993) e modulacdo imune (Jones et al., 1996). A tabela I ilustra o uso de

GM-CSF na LC, trazendo trés ensaios clinicos com exemplo.

Tabela Il: Ensaios com GM-CSF na leishmaniose cutédnea causada por

L.braziliensis

Autor/a Desenhodo  Grupo controle Grupo GM- Taxa de Taxa de
no estudo (n de pacientes) CSF cura cura
(n de pacientes) grupo grupo
controle GM-CSF
Almeida, EC*randomiza
1999 do, duplo cego, Sb":20mg/Kg/di  Sb":20mg/Kg/di 10% 70%
placebo a a
controlado (20 dias) (20 dias)
Placebo: 02 GM-CSF: 02
injecOes de injecBes intra-
solucéo salina lesionais de
intralesional 200ug
(10) (10)
Santos,  EC*randomiza Sh": Sb": 20% 60%
2004 do, duplo cego, 20mg/Kg/dia 20mg/Kg/dia
placebo (20 dias) (20 dias)
controlado Placebo: GM-CSF:
curativo, 3x/sem curativo, 3x/sem
-3 semanas - 3 semanas
(10) (10)
Almeida, EC*aberto,em  N&oseaplica  Sh": - 100%
2005 pacientes com 20mg/Kg/dia
LC refrataria (20 dias)
ao tratamento GM-CSF:
com Sb" curativo, 3x/sem
- 3 semanas
(05)

*EC (Ensaio clinico)

IV. 4.2 - Imiquimode: Imiquimode é uma amina, imidazoquinolina,
Util na cicatrizacdo de lesdes de LC. E usada no tratamento de dermatoses

induzidas por HPV e condig¢des premalignas. Potencial de cura também em
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neoplasias cutaneas. Estudos com Imiquimode tém sido realizados ha mais
de uma década. (Seeberger et al., 2003; Arevalo et al., 2001).

Esta droga ativa os receptores toll like (7 e 8) presentes na
superficie de células apresentadoras de antigeno, aumentando a producéo
de IFN-y, TNF, IL-1e IL-12: estimulando macrofagos a produzirem (NO),
favorecendo a morte do parasito pela inducdo da resposta Thl (Miranda-
Verastegui et al., 2009). Pode também ativar diretamente o macrofago
infestado com a forma amastigota. No entanto, de forma isolada, o
Imiquimode pode reduzir o tamanho da lesdo, mas ndo cura. Associado a
Paramomicina ou Miltefosina atinge indices de cura de até 80% (Arevalo et
al., 2001). E indicado associa-lo ao Sh"Y nos casos de falha terapéutica do
antimonial. Estudos sdo necessarios para esclarecer o mecanismo ou
mecanismos de sinergismo entre essas duas drogas. Os efeitos colaterais
atribuidos ao uso do Imiquimod sdo discretos a moderados eritema (40%),
edema (30%) e sensacdo de queimor (10%). Quando utilizado isoladamente
em casos de LC do velho mundo — se mostrou ineficaz (Seeberger et al.,
2003).

Em outro ensaio no Peru, duplo-cego, randomizado, que mostrou
superioridade da associacédo, apesar de ndo significante estatisticamente:

casos de L. peruviana e L. braziliensis (Miranda-Verastegui et al., 2009).

IV. 4.3 - Pentoxifilina é uma metilxantina que inibe a fosfodiesteras

IV (PDE 1V), o que impede a degradacdo de AMP-ciclico (AMP-c) e

prostandides, aumentando a concentracdo intracelular de AMP-c em células
pré-inflamatorias e do sistema imune (Eigler et al., 1997).

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

de transcricdo Nf-kb e NF-AT. A inibicdo desses fatores contribui no

bloqueio da sintese de TNF, por inibir a mensagem de transcricdo RNA-m

de macrofagos; diminuindo também in vivo e in vitro a expressdo de



34

moléculas de adesdo intracelular 1 (ICAM-1) em mondcitos (Neuner et al.,
1997).

A pentoxifilina tem acdo hemorreologica, favorecendo a
flexibilidade de hemacias; facilitando o transito através de capilares e
promovendo também a degranulacdo de plaquetas (Blam et al., 2001). Esta
droga tem sido usada em doencas inflamatorias e infecciosas como: SARA
(Sindrome de Angustia Respiratéria Aguda) (Martim et al., 2003);
osteomielite (Blam et al., 2001); mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP) (Shirabe et al., 1997), LM e LC (Machado et al., 2007).

A associacdo da pentoxifilina ao antimonial tem sido avaliada em
varios estudos. Ensaio clinico aberto em portadores de leishmaniose
mucosa refrataria mostrou cura clinica e reducéo significativa nos niveis de
TNF de 9 em 10 pacientes que utilizaram a pentoxifilina associada ao
antimonial pentavalente (Lessa et al., 2001). Ensaio randomizado, duplo
cego, também em pacientes com LM, evidenciou que a associacao
antimonial pentavalente-pentoxifilina aumentou a taxa de cura e aboliu a
necessidade de outra série de tratamento (Machado e tal., 2007). Em relato
de 02 pacientes com LC refrataria ao tratamento convencional, houve
sucesso com a associacdo antomonial pentavalente-pentoxifilina (Bafica et
al., 2003). No Ird, ensaio randomizado, duplo cego, com 64 pacientes de
LC (L. major), mostrou que a associacdo antimonial pentavalente-
pentoxifilina apresentou maior taxa de cura que o antimonial isolado
(Sadeghian et al., 2006). Vinte pacientes com LC foram randomizados em
02 grupos: antimonial associado a pentoxifilina e antimonial associado ao
placebo. Nesse ensaio foram realizadas avalia¢6es clinicas e imunologicas.
Dosou-se CXCL-9, CXCL-10, CCL-3, IFN-gama e TNF em ambos os
grupos nos dias zero e 15 de tratamento. O tratamento com a associa¢ao
antimonial pentavalente—pentoxifilina diminuiu significantemente os niveis

de TNF e de IFN-y comparado ao grupo tratado com antimonial-placebo.
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Afirmou-se mais uma vez a conviccdo de que a leishmaniose € uma
patologia imuno-mediada. Documentado também um aumento dos niveis
de CXCL-9 apo0s tratamento, principalmente no grupo que nédo utilizou a
associacdo pentoxifilina-Sb’. O aumento desta quimiocina pode ser
interpretado como um fator de mal progndstico; em contrapartida os niveis
de TNF, CCL-3 e IFN-gama diminuiram no 15° dia de uso da associacéo de
forma mais pronuciado que nos pacientes que utilizaram o Sh" isolado. A
queda de IFN-gama durante a terapia pode estar associado ndo apenas a
inibicdo da pentoxifilina, mas também com a morte do parasito e com a
imunomodulacdo autdcrina (Brito et al., 2014). Em todos os estudos acima
referidos, a dose de pentoxifilina foi de 1200mg/dia e ndo houve efeitos
toxicos relevantes. A tabela Il traz de forma resumida, o perfil dos

ensaios/relatos acima descritos
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Tabela I11: Ensaios com Pentoxifilina na leishmaniose tegumentar
americana causada por L. braziliensis

Autor / Desenho do Grupo controle Grupo Taxa de Taxa de
ano estudo (nde pentoxifilina cura cura
pacientes) (n de pacientes) grupo grupo
controle pentoxifi-
lina
Lessa, EC*aberto, em (0] Sb": 20mg/Kg/dia ) 90%
2001 pacientes com LM + Pentoxifilina:
refrataria ao 400mg, 3x ao dia
tratamento com por 30 dias
Sh¥ (10)
Bafica, Relato de caso em 0) Sb': 15mg/Kg/dia 0) 100%
2003 pacientes com LC + Pentoxifilina:
400mg, 3x ao dia
por 20 dias
(02)
Sadeghian EC*randomizado, Sb":20mg/Kg/  Sh": 20mg/Kg/dia 51,6%  81,3%
2006 duplo cego, dia + placebo:  + Pentoxifilina:
placebo 01 comp., 3x 01 comp.
controlado em ao dia por 20 (400mg), 3x ao
pacientes com LC  dias dia por 20 dias
(31) (32)
Machado, EC*randomizado, Sb":20mg/Kg/d Sb": 20mg/Kg/dia 100%
2007 duplo cego, ia + placebo 01  + Pentoxifilina: 41,6%
placebo comp., 3x ao 01 comp.
controlado em dia por 30 dias  (400mg), 3x ao
pacientes com LM (12) dia por 30 dias
(11)
Brito, 2014 EC*randomizado, Sbv: Sbv: 20mg/Kg/dia 47% 56%
duplo cego, 20mg/Kg/dia + + Pentoxifilina:
placebo placebo01 01 comp.
controlado em comp.,3xao  (400mg), 3x ao
pacientes com LC  dia por 20 dias dia por 20 dias
(15) (18)

*EC (Ensaio clinico)
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS.

V.1 - Modelo do estudo

Trata-se de um ensaio clinico de fase 111, randomizado, duplo-cego,
placebo controlado com 164 pacientes. Comparando o0 tratamento
convencional da leishmaniose — o antimonial pentavalente — associado a

pentoxifilina ou ao placebo no tratamento da leishmaniose cutanea.

V.2 - Area endémica

Esse estudo foi realizado em uma area endémica de L. braziliensis,
situada a 280 km de Salvador, capital da Bahia, Brasil. O centro de saude
onde foi realizado é referéncia no diagndstico e tratamento da leishmaniose

tegumentar americana.

V. 3 - Critérios de Incluséo

V.3.1 - Leishmaniose cutanea ulcerada, ndo tratada e diagndstico
laboratorial obtido com pelo menos um dos seguintes exames: PCR ou
cultura para leishmania positivo (@), intradermoreacdo de Montenegro
positiva;

V.3.2 - Idade: 18 a 65 anos;

V.3.3 - Sexo: masculino e feminino elegiveis;

V.3.4 - Presenca de no minimo 1 lesdo ulcerada, em qualquer
localizacéo;

V.3.5 - Presenca de no maximo 3 lesdes ulceradas;

V.3.6 - Diametro das lesdes variando entre 1 e 5 cm;

V.3.7 - Evolucdo clinica da doenca néo inferior a 1 més e néo

superior a 3 meses.
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V.4 - Critérios de néo incluséo

Preocupac0es de seguranca:

V.4.1-Evidéncia clinica de doenca subjacente grave (cardiaca,
renal, hepética, pulmonar) ou maligna;

V.4.2-Pacientes com imunodeficiéncia ou anticorpo para HIV;

V.4.3-Desnutri¢do protéica e/ou caldrica grave;

V.4.4-Qualquer doenca infecto-contagiosa, ndo controlada;

V.4.5-Mulheres gravidas ou lactentes;

V.4.6-Alergia ao antimoniato ou a pentoxifilina;

V.4.7-Tratamento anterior para leishmaniose;

V.4.8-Pacientes LC sem leséo (0es) ulcerada(s);

V.4.9-Incapacidade ou negacdo em assinar 0 consentimento
informado (paciente e/ou pais/representante legal); ndo disponibilidade
para as visitas ou para os procedimentos do estudo.

V.4.10-Presenca de lesao mucosa

V.5 - Randomizacgdo e inscrigdo no clinical trials.gov

Os pacientes foram randomizados, alocados em 02 grupos, duplo-
cegos, cada grupo com 82 pacientes. A alocacdo randdmica foi obtida no
site. www.randomization.com. Pacientes foram incluidos apos avaliacdo
quanto aos critérios de elegibilidade e nenhum foi retirado do estudo apos
randomizacdo por inelegibilidade. Os 164 pacientes foram randomizados
aleatoriamente a uma taxa de 1:1 para receberem Sb' associado a
pentoxifilina oral ou Sb’ mais placebo oral por 20 dias. Esse estudo foi

inscrito no site www.clinicaltrials.gov sob 0 nimero NCT01381055.

V.6 - Teste intradérmico
O antigeno de Leishmania utilizado para o teste intradérmico foi
obtido de cepa da Leishmania amazonenses (MHOM-BR-86BA-125). Na


http://www.randomization.com/
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superficie volar do braco esquerdo foi injetado 25ug do antigeno em 0,1ml
de &gua destilada, e 0 maior diametro da induracéo foi medido de 24 a 72h.

O teste foi considerado positivo se a induracgao fosse maior que 5 mm.

V.7 - Administracdo dos medicamentos

Todos receberam o tratamento convencional com Antimoniato de
meglumina (Glucantime, Aventis) e foi administrado por via endovenosa
na dose de 20 mg Sbv/kg/dia por 20 dias consecutivos (dose maxima diario
ndo ultrapassou 3 ampolas ou 1215mg/SbY). O grupo estudo fez uso
associado de pentoxifilina (400mg, 3 vezes ao dia por 20 dias); enquanto
que o grupo placebo repetiu a posologia com pilulas inertes de
apresentacdo idéntica. Pacientes devolveram os blisteres para verificacao
do uso e a aderéncia ao tratamento no 15° dia durante o tratamento. Sh" foi
administrado diariamente em postos de salde. A data da administracdo e a
dosagem foram registradas e assinadas pelo aplicador da referida area.
Todas as mulheres em idade fértil foram submetidas a realizacdo do teste
de beta-HCG para exclusdo de gravidez. O uso de contraceptivos antes e 2
meses apos tratamento foi realizado em todas as mulheres de idade fértil

participantes do estudo.

V.8 - Procedimentos do estudo

Foi coletada uma amostra de 20 ml de sangue venoso periférico de
cada paciente para a realizacéo de testes laboratoriais, antes e 15 dias ap0s
0 inicio do tratamento. Os testes incluiam: hemograma completo,
aminotransferases (AST, ALT), creatinina, uréia e dosagem de beta-HCG,
quando cabivel. Todos foram submetidos a biopsia incisional no dia da
admissdo. Pacientes foram vistos para acompanhamento em 2 semanas, 1,

2, 3 e 6 meses apés terapia. Caso 0 paciente ndo retornasse no tempo
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determinado, as visitas eram realizadas em sua residéncia no mesmo dia ou

em até 7 dias da data prevista.

V.9 - Desfechos

Todos os pacientes foram avaliados a cada 30 dias apds término do
tratamento por um meédico clinico que desconhecia o grupo ao qual o
paciente pertencia, e com experiéncia em leishmaniose. O desfecho
primario foi considerado como completa reepitelizacdo da lesdo, sem
qualquer indicio de atividade inflamatéria 6 meses apds término do
tratamento.

O Indice de cura inicial, 2 meses ap6s término do tratamento, foi
considerado como desfecho secundario deste ensaio e determinante na
avaliacdo dos pacientes: 0s que ndo apresentaram cicatrizagdo foram
submetidos a 2% série de tratamento. Eventos adversos clinicos e
laboratoriais foram graduados de acordo com a escala CTCAE (Common
Terminology Criteria for Adverse Event) do Instituto Nacional de Cancer.
(ctep.cancer.gov/protocolDevelopment/electronic_applications/docs/ctcaev
3.pdf).

V.10 - Critérios de ética

Este ensaio foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal da Bahia e foi conduzido com base nos principios determinados
pela declaracdo de Helsinki. Todos os pacientes que concordaram em
participar do estudo assinaram e receberam uma cépia do termo de
consentimento livre e esclarecido. Estudo aprovado pelo comité de ética e
pesquisa - CEP/COM/UFBA — no. 078/2009.

V.11 - Analise estatistica: As variaveis de distribuicdo normal

foram comparadas utilizando o teste t de Student. As proporcdes foram
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comparadas com o teste exato de Fisher ou o teste do Chi-quadrado,
quando aplicaveis. O tamanho da amostra de 164 pacientes foi obtido
calculando-se 0 numero de participantes necessarios, considerando-se que 0
evento de interesse (taxa de cura) tem variacdo absoluta de 20% com alfa
de 0,05 (IC de 95%) e beta de 0,2 (B = 0.2) com poder de 80%. A andlise
de intencdo de tratar foi usada para calcular o indice de cura. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6.00.
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VI. RESULTADOS

Os pacientes foram incluidos no ensaio clinico no periodo de
dezembro de 2010 a outubro de 2013 e receberam Sb" associado a placebo
ou a pentoxifilina. N&o houve diferencas nas caracteristicas clinico-
epidemiologicas de base (tabela 1). Houve homogeneidade entre 0s grupos
baseando-se em sexo, idade, nimero de lesdes ou tamanho das lesbes. Dos
164 pacientes incluidos, 01 do grupo da pentoxifilina ndo fez uso correto da
medicacdo oral, sendo excluido. No entanto, na analise de dados foi
mantido — tendo em visita a anélise de intencdo-de-tratar. Ndo houve
alteracOes laboratoriais relevantes, que justificassem a interrupcdo do
tratamento.

Os pacientes tinham idades compreendidas entre 18 a 62 anos, com
média de idade de 33,4 anos o que ndo diferiu significativamente entre os
dois grupos de tratamento. Houve um predominio do sexo masculino nos
grupos (72% no grupo placebo versus 63% do grupo pentoxifilina). O
numero de lesdes foi semelhante em ambos: media de 1,3 lesdes. A lesdo
com a maior area na apresentacao foi considerada a leséo principal. A area
da leséo principal ndo foi diferente entre os grupos de tratamento (132 VS
134mm2, placebo VS pentoxifilina). Uma cultura positiva para
promastigotas de Leishmania foi obtida em 43 dos 164 pacientes (26%). L
braziliensis foi identificado em 101 amostras obtidas de biopsia por PCR
(61,58%).



Figura 1: Fluxograma
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Tabela 1: Dados epidemiologicos, clinicos e laboratoriais dos pacientes
com leishmaniose cutanea tratados com a associac¢do de pentoxifilina e
antimonial pentavalente ou com placebo e antimonial pentavalente.

Caracteristicas Sh *+ Sp’ + Valor
Placebo Pentoxifilina de P
(82) (81)
Sexo masculino (%) 72 63 0,47
Idade (Md+DP)# 334+11.2 33,3+104 0,83
Numero de lesbes (Md+DP) 1,3+0,6 1,3+0,7 0,73

Area das lesdes (mm') (Md+DP) ~ 132+227  134+2493 0,81

LesGes em membros inferiores (%) 81,7 74 0,14

IDRM (4rea)(mm’) (MdDP) 254,8 +133,3 252+1387 0,84

*) Sb' - representa antimonial pentavalente

(#) Md representa a média e DP o desvio padrao

(") Excluséo de 01 paciente do grupo pentoxifilina por uso irregular do
tratamento

Eficacia: Dois meses apds o fim do tratamento, 44% (36/82) dos
doentes no grupo Sbh’ estavam curados, ou ndo tinham lesGes, em
comparagdo com 48% (39/82) no grupo de pentoxifilina (p = 0,64). As
taxas de cura, com 6 meses de seguimento foram 43% (35/82) no grupo Sbh"
e 45% (37/82) no grupo de pentoxifilina (p = 0,35) (Tabela 2). O tempo
médio para curar foi 100,2 + 66,4 dias no grupo Sb" e 98,7 + 72,3 dias no
grupo pentoxifilina (p = 0,89). Em seis pacientes (pentoxifilina = 4 e Sb" =

2) houve uma reativacdo da ulcera por uso irregular do tratamento.
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Tabela 2: Resposta terapéutica dos pacientes com leishmaniose
cuténea tratados com a associacao de pentoxifilina e antimonial
pentavalente ou com placebo e antimonial pentavalente (Analise de
intencao-de-tratar).

Caracteristicas sp’ '+ sp’ + Valor de
Placebo Pentoxifilina P

Taxa de cura inicial (%) 36/82 (44)  39/82 (48) 0,64*

Taxa de cura final (%) 35/82 (43)  37/82 (45) 0,35*

Tempo de cura (dias) 100,2 £ 98,7+72,3 0,89**

(Md+DP)## 66,4

Necessidade de 2a serie de 46,3 43,9 0,64*

tratamento (%)

#) Sh - representa antimonial pentavalente

(##) Md representa a média e DP o desvio padréo
(*) Teste exato de Fischer

(**) Teste t de Student

A curva de Kaplan-Meier estima a proporcdo de pacientes
curados com o0  tratamento pentoxifilina ~ mais  Sb’ e
0 tratamento placebo mais Sbv (pelo teste de log-rank — p=0,831)
(Figura 1).
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Figura 2: Curva de Kapllan Meyer estima a propor¢do de pacientes
tratados e ndo curados com a associagdo pentoxifilina-Sh" ou placebo-Sb”
(pelo teste de log-rank (p = 0,831).
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Toxicidade e tolerabilidade: Efeitos adversos leves foram
observados com maior frequéncia no grupo pentoxifilina-Sb" (31 pacientes)
do que no grupo placebo (19 pacientes). Os efeitos mais comuns
observados no grupo pentoxifilina foram nauseas (7 pacientes), dor de
cabeca (9 pacientes), artralgia (7 pacientes) e mialgia (11 pacientes). No
grupo placebo foram queixas de artralgiaj (10 pacientes) e mialgia (6

pacientes). Efeitos adversos graves foram mais comuns no grupo placebo
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(9 pacientes) vs no grupo pentoxifilina (1 paciente). Dentre os efeitos mais
graves relatados foram: mialgia, artralgia, epigastralgia, inapeténcia,

astenia e cefaleia (Tabela 3).

Tabela 3: Eventos adversos encontrados nos dois grupos de tratamento

EFEITOS Sb" + Graude  Sb" Grau de
COLATERAIS Pentoxifilina CTC +Placebo CTC
(31/82) (19/82)
Vomitos 2 (2,4%) 2 (2)* NR NR
Diarréia 1(1,2%) 2 (1) NR NR
Nausea 7 (8,6%) 1 (5) 2(2,4%) 2(2)*
2 (2)
Cefaléia 9 (11%) 1(4) 5 (6%) 2 (3)
2 (5) 3(2)
Astenia 3 (3,7%) 1(2) 2(24%) 1)
2 (2) 3(2)
Inapeténcia 3 (3,7%) 1(2) 1(1,2%) 3(1)
2 (2)
Epigastralgia 3 (3,7%) 1(2) 2(24%) 2()
2 (1) 3(1)
Algia 2 (2,4%) 1(1) 2(2,4%) 1(2
2 (1)
Tontura 2 (2,4%) 1(2) NR NR
Febre 6 (7,4%) 1(3) 2(24%) 1()
2 (3) 2 (1)
Artralgia 7 (8,6%) 1(4) 10 (12%) 1 (6)
2 (3) 2(2)
3(2)
Mialgia 11 (13,5%) 1(8) 6(7,3%) 1(2)
2 (2) 2(2)
3(1) 3(2)

*Entre paréntesis- nimero absoluto de pacientes por nivel de CTC (Critério
comum de toxicidade).
NR — néo relatado
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VII. DISCUSSAO

A monoterapia de LC com Sb’ pode induzir resisténcia a
Leishmania. Tem sido mostrado que a LC causada por L. braziliensis tem
maior falha terapéutica quando comparado com a LC devido a outras
espécies (Arevalo et al., 2007). Em Corte de Pedra (BA), area endémica de
L. braziliensis e base de estudos do nosso grupo, os indices de cura tém
diminuido drasticamente — falhas variam de 50% a 90%. Assim, a
resisténcia e irresponsividade da terapéutica padréo traz a necessidade de se
buscar drogas imunomoduladoras e/ou leishmanicidas. O norte dessa busca
pode ser o conhecimento de que a leishmaniose é uma doenca
essencialmente imunomediada.

O TNF participa do processo inflamatério com a inducdo da
producdo de oOxido nitrico, necrose, citotoxicidade e expresdao de MMPs
(metaloproteinases) (Lehmann et al., 2005). Existe uma associagédo direta
entre a frequéncia de células CD4+, mondcitos ativados, producéo de IFN-
v ¢ TNF com o tamanho da tlcera na leishmaniose cutanea (Antonelli et al.,
2005). O blogueio da sintese ou da acdo do TNF é mais uma alternativa e ja
foi descrito por ensaios clinicos prévios. A pentoxifilina foi a droga de
escolha em varios estudos por fazeresse papel. Nosso grupo foi o autor de
ensaios relevantes: em ensaio clinico aberto em pacientes com
leishmaniose mucosa refrataria mostrou cura clinica e reducéo significativa
dos niveis de TNF em nove de cada 10 pacientes que usaram a
pentoxifilina associado com antimdnio pentavalente (Lessa et al., 2001).
Realizou-se, entdo, ensaio randomizado, duplo-cego, também em pacientes
com LM para confirmacdo desses resultados. Nesse estudo foi evidenciado
mais uma vez que a associacdo Sh'-pentoxifilina aumentou a taxa de cura e

aboliu a necessidade de outra série de treatmento (Machado et al., 2007).
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Na literatura, relatos do uso da associacdo Sh'-pentoxifilina em LC séo
escassos. Bafica et al. em 2003, descreveram o relato de 02 pacientes com
LC por L.braziliensis refrataria ao tratamento convencional. Neles, a
associacdo também foi benéfica. No Ird, ensaio clinico randomizado,
duplo-cego com 64 pacientes com LC causada por L. major, mostrou que a
associacdo Sh'-pentoxifilina foi mais eficaz e teve uma taxa de cura maior
do que a encontrada no grupo tratado apenas com o antimonial (Sadeghian
et al., 2006). Mais recentemente, nosso grupo comparou vinte pacientes
com LC, causada por L. braziliensis, que foram tratados com Sbh" associado
a pentoxifilina ou ao placebo. Neste ensaio foram realizadas também
avaliacdes clinicas e imunoldgicas. CXCL-9, CXCL-10, CCL-3, IFN-y e
TNF foram dosadas em ambos os grupos nos dias zero e 15 de tratamento.
A associacdo Sh" e pentoxifilina diminuiu os niveis de TNF e IFN-y
significativamente em comparagdo com o grupo tratado com placebo e Sb".
A diminuicdo do IFN-y no grupo que usou pentoxifilina foi associada nao
somente a acdo da droga, mas também a morte do parasita e consequente
imunomodulagdo autdcrina. Mostrou-se também aumento dos niveis de
CXCL-9 durante o tratamento, especialmente no grupo que ndo usou a
associacdo, e em particular nos pacientes que evoluiram sem melhora
clinica. Esse dado indica que o aumento desta quimiocina pode ser
interpretado como um fator prognostico na avaliacdo da resposta
terapéutica dos pacientes com LC (Brito et al.,, 2014). No entanto, o
presente ensaio clinico que tinha como objetivo mostrar a maior eficacia do
uso associado da pentoxifilina em uma amostra maior de pacientes com
LC, ndo mostrou beneficios com relacdo a taxa de cura, tempo de
cicatrizacdo ou necessidade de uma segunda série de tratamento. O que
merece reflexdo € a discrepancia entre a auséncia de beneficio com a
associacdo de pentoxifilina na LC quando comparado com os estudos

realizados na LM. Entendemos que isso se deva, pelo menos em parte, a
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forte contribuicdo do TNF na patogénese da LM (Ribeiro de Jesus et al,
1998), em funcdo dos altos niveis desta citocina quando comparado ao
encontrado na LC, e do déficit de modulacdo da resposta inflamatéria
exacerbada pela menor expressdo de receptores de IL-10 (Faria et al.,
2005). Sera que obteriamos resposta semelhante se usassemos a associacao
em casos refratarios de LC? Serd que nos refratarios, onde os niveis de
TNF seriam teoricamente altos, encontrariamos essa resposta satisfatoria?

O desafio de tratar a LC causada por L. braziliensis merece a busca
incessante por alternativas terapéuticas, avaliando-se também o perfil de
paciente responsivo a cada uma. O que sugerimos € a realizacdo de novo
ensaio utilizando a associagdo antimonial-pentoxifilina, mas em pacientes
refratarios. No entanto essa procura pela melhor droga ndo deve se
restringir apenas aos bloqueadores de TNF: buscar drogas leihmanicidas
mais potentes, junto com moduladores da resposta imune inflamatéria.

A miltefosina tem sido estudada com resultados animadores. Em
ensaio realizado em Corte de Pedra, a miltefosina foi superior ao Sb"
(P=0,04) (Machado et al., 2010) e em ensaio realizado na Bolivia, Sotto et
al., encontraram 88% de cura com a Miltefosina — também para L.
braziliensis. Relatos de resisténcia a miltefosina ja tem sido descritos
(Cojean et al., 2012; Rijal et al., 2013). No entanto, 0 nosso sistema de
salde ignora esses dados, visto que a miltefosina € um medicamento caro e
a leishmaniose ainda é uma doenca negligenciada. Opcles de tratamento
oral e com menos efeitos colaterais, assim como a miltefosina tem surgido:
0 tamoxifeno, um agente antineoplasico, modulador seletivo de receptores
de estrogeno, é ativo in vivo e in vitro contra espécies de Leishmania
(Miguel et al., 2007, 2008, 2009), mas 0 mecanismo preciso de ac¢do anti-
leishmania é desconhecido.

Trilhando o caminho da imunologia e conhecendo a acdo

patogénica das metaloproteinases na LC, podemos inferir que a inibicéo
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dessas substancias pode ter potencial terapéutico. Sabe-se que a MMP-9 é
envolvida na degradacdo do colageno tipo IV, o maior componente da
membrana basal da pele (Barbi et al., 2007). O aumento dos niveis de TNF
produzidos em virtude da leishmaniose contribui para o aumento da
producdo de MMP-9. Os TIMPs, inibidores naturais das metaloproteinases,
sdo importantes nessa modulacdo; e em LC h& um desequilibrio entre
MMP-9 e TIMP-1(Oghumu et al., 2010). A doxiciclina pode ser escolhida
como droga potencial a ser testada, por ser um reconhecido inibidor de
MMP-9 e MMP-2 (Moses et al., 2006), ja sendo utilizada com esse
proposito na pneumologia, em casos de linfagioleiomiomatose (Pimenta et
al., 2013).

Um caminho leishmanicida que vem sendo explorado € o da via
arginase |, mecanismo critico na regulacdo imune da infeccdo por
Leishmania (Vincendeau et al., 2003). Os marcadores da inflamagéo:
arginase I, ornitina descarboxilase (ODC), fator de crescimento [ e
prostaglandina E2 se mostram mais elevados no plasma e nas biopsias
teciduais de pacientes com LCD do que nos pacientes com LC localizada
(Franga-Costa et al, 2015). Leishmania amazonensis, 0 Unico agente
implicado em LCD no Brasil (Bittencourt et al., 1989), aumenta arginase I,
transformando [ factor de crescimento (TGF-B), e a expressao de
prostaglandina E2 (PGE2), contribuindo para a proliferacdo intra-
macrofagica do parasita (Barral-Netto et al., 1992; Guimaraes et al., 2006;
Lacerda et al., 2012).

A inibicdo da arginase e da ODC diminuem os niveis de TGF-f e
PGE-2, que sdo cruciais para a sobrevivéncia e proliferacdo do parasita
(Ribeiro-Gomes, 2004). Além disso, o tratamento com inibidores da
arginase e da ODC aumentam os niveis de TNF e IL-12, que podem ativar
macréfagos a produzir 6xido nitrico, uma molécula leishmanicida potente
(Balestieri, 2002).
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Portanto ha uma necessidade urgente de descobrir e desenvolver
novos medicamentos leishmanicidas e/ou imunomoduladores, bem como
estratégias para proteger as terapias atuais e futuras da ameaca de

resisténcia.
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VI1Il. PERSPECTIVA DE ESTUDO

Buscar novas opcoes terapéuticas, associadas ou ndo ao tratamento
convencional, visando modular a resposta imune inflamatoria. Nesse
sentido, outros alvos na resposta imune podem ser escolhidos, assim como

0 estudo da acdo do TNF em outro perfil de pacientes, a saber:

1. Metaloproteinases — por exemplo, a MMP-9 e a MMP-2, que tém
suas acOes inibidas pela doxiciclina. Poderia se avaliar em um ensaio
clinico controlado o uso da doxiciclina associada ao antimonial no

tratamento da leishmaniose cutanea.

2. IL-1beta, citocina importante na génese do processo inflamatorio
associado a formacao da lesdo tecidual na LC. Podemos propor a realizacéo
de estudo piloto como prova de conceito com droga que bloqueie o

receptor da IL-1 (Anakinra).

3. Ensaio clinico controlado avaliando o uso de pentoxifilina
associado ao antimonial no tratamento de casos refratarios de leishmaniose

cutanea ao tratamento convencional.
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IX. CONCLUSAO

A associacdo antimonial pentavalente e pentoxifilina ndo se
mostrou superior ao tratamento convencional da leishmaniose cutanea com
relacdo a taxa de cura, tempo de cicatrizagdo ou necessidade de uma

segunda série de tratamento.
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X. SUMMARY

Background: Cutaneous leishmaniasis (CL) is s an endemic disease
in expansion. Evidence for the role of the immune response in the
pathogenesis of ulceration includes: (1) the presence of inflammatory
infiltrate despite the paucity of parasites in culture or biopsy samples, (2)
high levels of IFN-y and TNF in PBMCs and in tissue, (3) direct
correlation between the amount of activated lymphocytes and ulcer size, (4)
treatment with antimony in the pre-ulcerative stage does not prevent the
onset of ulcer. These data support that combined therapy with drugs that
modulate the immune response is the way. Pentoxifylline appears as
therapeutic potential by inhibiting the production of TNF, pro-
inflammatory cytokine. Objective: To evaluate in a controlled clinical trial
phase Il efficacy of pentoxifylline antimony associated with the
therapeutic response in patients with cutaneous leishmaniasis. Methods:
Randomized clinical trial, double-blind, placebo-controlled study of 164
patients with CL served in the post of health Corte de Pedra (BA). Patients
were included from 1 to 3 presented ulcerated lesions with 1 to 3 months of
evolution, between 18 and 65 years old, with insulating Lishmania with
PCR or culture. All were treated with pentavalent antimony (Sb") (20mg /
kg / day intravenously) associated with placebo or pentoxifylline (400 mg -
3 times a day) for 20 days. Cure was defined by clinical criteria: complete
healing of the lesions 60 days after completion of treatment. Results: There
was no difference between groups with respect to the initial cure criteria (2
months after treatment) (p = 0.64), healing time (p = 0.89), and need for
second round of treatment (p = 0.64). The incidence of adverse events was
higher in the pentoxifylline group (37.8%), while in the placebo group was
23%. Headache (11%), nausea (8.6%) and myalgia (13.5%) were
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significantly more frequent in the pentoxifylline group, while arthralgias
(12%) were more frequent in the placebo group. This study showed that
Sb" association and pentoxifylline was no more effective than conventional
treatment with Sb"Y in CL caused by Leishmania braziliensis in Bahia,
Brazil. Keywords: 1. Cutaneous leishmaniasis; 2. Immunotherapy; 3. TNF;

4. pentoxifylline.
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XIV. ANEXOS

XIV.1-Anexo 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do estudo: Imunoterapia na Leishmaniose Cutanea.

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

Instituicdo: Universidade Federal da Bahia.

Telefone: 32377353

Convite e Objetivo: Vocé 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 Satude (MS), no tratamento
da Leishmaniose Tegumentar com as doses dentro das especificacdes deste
Ministério; (MS, 2000). O presente estudo destina-se a avaliar se a
associagdo de outro medicamento chamado Pentoxifilina podera curar mais
rapida e de maneira mais eficiente a sua doenca. O tratamento com
Glucantime sera realizado com uma série de 20 injecdes diarias por via
intravenosa; a associacdo com a Pentoxifilina sera feita com 3 cépsulas por

dia durante 20 dias.
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Participacdo Voluntaria: A sua participacdo neste estudo é voluntaria.
Caso vocé ndo queira participar deste estudo ndo havera qualquer tipo de
problema ou perda de beneficios a que vocé tenha direito. Vocé pode se
retirar deste 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 (informacg6es sobre sua doencga);

2 - Vamos coletar 20 ml de sangue venoso com seringa descartavel, para
realizacdo de exames de laboratdrio, 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 confirmacédo do diagndstico se procedera 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 avaliagbes de exame de sangue (no inicio do

tratamento e apds 15 dias) para controle laboratorial.

Duracédo do estudo: Vocé devera voltar ao Posto de Saude 15 dias ap6s o
inicio do tratamento e uma vez por més nos 3 primeiros meses. A ultima

avaliacdo clinica sera 1 ano ap6s o tratamento.

Confidencialidade: A participacdo neste estudo sera confidencial e o0s
registros ou resultados dos testes relacionados ao estudo serdo mostrados

apenas aos participantes e aos representantes da UFBA. Os resultados do
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estudo serdo apresentados em O&rgdos de divulgacdo publica como

congressos e eventos cientificos, sem identificar os pacientes do estudo.

Beneficios e Riscos: Participando do estudo, o paciente ou a familia ndo

obterdo quaisquer beneficios adicionais além dos ja citados (diagnostico da

infeccdo e/ou doenga).

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

O Glucantime e a Pentoxifilina sdo medicamentos que tem sido
usados na leishmaniose e em outras doencas com bom nivel de
segurancga. Os efeitos colaterais mais comuns que podem acontecer
em algumas pessoas sdo: dor de cabega, dor nas “juntas” ou enjoos.
Na maioria das vezes sdo considerados leves e desaparecem mesmo
sem interromper o tratamento. O tratamento poderd 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.
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Paulo Machado, cujo numero de telefone é 71-32377353, tera
disponibilidade para atender e esclarecer possiveis davidas. No Posto de
Saude de Corte de Pedra, o Sr. Ednaldo Lago pode ajudar a esclarecer
duvidas. 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 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 contetudo
deste termo e ter recebido uma copia para guardar. Pelo presente, consinto

voluntariamente em participar deste estudo.

Nome

Assinatura do paciente/data/hora

I
Assinatura do pesquisador/data/hora

/I
Assinatura da testemunha/data/hora

/1

Impressao dactiloscopica

(p/ pessoa nao alfabetizada)
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APROVA(;AO PELO COMITE DE ETICAE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
- MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG0003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
R-" IRB0O0004123, October 5, 2007 - October 4, 2010
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Titulo do Projeto. “Imunoterapia na Leismaniose Cutiinea.”

Patrocinio/Financiamento. Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢
Tecnologico (CNPQ). Programa de Institutos Nacionais de Ciéncia ¢ Tecnologia.
Orgamento expressivo, compativel, com contrapartida Institucional

Pesquisador Responsivel. Doulor, Paulo Roberto Lima Machado, Pesquisador no
Servio de Imunologia do Hospital Universitirio Professor Edgar Santos, Universidade
Federal de Medicina. Equipe complementar relacionada no Protocolo. “Curricula
Vitae™ apensos.

Instituigio. Servico de Imunologia. Complexo Hospitalar Universitirio Professor
Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, SIM/C-HUPES/UFBA.

Area do Conhecimento. 4.00, Ciéncias da Saide: 4 01, Medicing; Nivel: Terapéutico,
T; Grupo 111

Objetivos. Avaliar em um ensaio clinico controlado de fase 1l o use da pentoxifilina
associada ao antimonial no tratamento da Leishmaniose Cutanea (1.C).

Sumdrio. Ensaio clinico controlade, randomizado, duplo-cego, comparando a
associagan de pentoxifiling (substancia comercializada) com antimonial pentavalente
(grupe de estudo), com placebo associado a0 antimonial pentavalente (grupo
controle) no tratamento da forma cutinea da LTA. Pretende-se gue 164 {cento e
sessenta e quatro) — Caleulo da Amostra — pacientes de amhos as sexns. partadores de
LC ¢ liviemente parficipativos, adultos até 63 (sessenta ¢ cinco) anos, divididos em (2
(dois) grupos de 82 (oitenta e dois) pacientes, Estudo, (emprego da pentoxifilina com
antimonial pentavalente), ¢ Controle (placebo com antimonial), sejam acompanhados
enire Setembro de 2009 a Setembro de 2010, sepundo Critérios de Inclusdo ¢
Exclusdo, Terapéutica Aplicada. Acompanhamento e Anilises  Estatisticas
Especificadas. Consideraghes éticas: “Impactos cientifico, teenolagico e social”
esperados; as Referéncias Bibliogrificas numerosas ¢ o Cronograma complelam o
Protocolo, “Termo de Consentimento Livre ¢ Pré-Esclarecido™ (TCLPE) ético.
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MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
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Comentdrios. Na “Folha de Rosto™ o Projeto foi, cometamente, caracterizado como
“Nove Firmace” — nova indicacio terapéutica de medicagdo i licenciada, em
continuagio observacional — Grupo 11 ¢ fase 111 Protocolo aprovivel,

AV U Salvador, 16 de Setembro de 2009

g o Z";}‘

—  Professor. Mr{%éniu éos Santos Barata,
Coordenador -{ CEPMCO/UFBA

Observagies importantes. Toda 2 documentacio anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP. ¢ também a outra devolvida
com a rubrica da Secretiria deste (2) a0 (i) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
ParecerResoluglio ¢ nas “Recomendagdes  Adicionais™ gpensas, bem como a
impostergavel entrega de relatorios parciais e final como consta nesta liberagio,
(Modelo de Redagiio para Relatorio 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 Qrganization
S0C

System Organ Class, the highest level of the
PMedDRA hierarchy, is identified by anatomical or
physiclogical system, eticlogy, or purpose (e.g.,
S0C Investigations for laboratory test results).
CTCAE terms are grouped by MedDRA Primary

50Cs. 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  (including  an  abnormal
laboratory  finding), symptom, or disease

temporally associated with the use of a medical
treatment or procedure that may or may net be
considerad related to the medical treatment or
procedurs.  An AE is a term that is a unique
representation of a specific event used for
medical documentation and scientific analyses.
Each CTCAE v4.0 term is @ MadDRA LLT (Lowest
Level Term).

Publish Date: May 28, 2009

Definitions

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

Grades

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

Grade 1 Mild;, asymptomatic or mild
symptoms; clinical or diagnostic
observations only; intervention not
indicated.

Grade 2 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 3

Grade 4  Life-threatening CONSeqUences;

urgent intervention indicatad.

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.
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XIV. 4 — Anexo 4:

NORMAS DE PUBLICACAO DE REVISTA PARA O QUAL O
ARTIGO FOI SUBMETIDO

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene

Instructions for Authors

The AJTMH publishes a broad range of papers covering topics in tropical
medicine. Authors uncertain about the appropriateness of a manuscript for
the Journal are encouraged to review recent issues of the Journal and to
contact editorial staff with any questions. Manuscripts and correspondence
should be submitted at http://mc.manuscriptcentral.com/ajtmh. Questions
about the submission process can be directed to the AJTMH editorial office
at cbsl5@case.edu and technical support questions should be sent to
support@scholarone.com

Cover Letter and Signatures. All manuscripts should be accompanied by
a cover letter with the following information:

The title of the paper

A brief description of the significance of the paper to the readers of
the AJTMH

A statement confirming that the material is original, has not already
been published, and has not and will not be submitted for publication
elsewhere as long as it is under consideration by the AJTMH

Written disclosure of any relationships or support which might be
perceived as constituting a conflict of interest

Names and signatures of all contributing authors accompanied by a
statement indicating that they have participated in the study and
concur with the submission and subsequent revisions of the
manuscript. Electronic signatures and multiple copies of the letter to
facilitate gathering of signatures are acceptable, but it is preferable to
submit signatures in one batch

The corresponding author must sign and return the copyright form
(available  at  http://mc.manuscriptcentral.com/ajtmh)  upon
submission.


http://mc.manuscriptcentral.com/ajtmh
http://mc.manuscriptcentral.com/ajtmh
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Authorship. There is no limit to the number of authors that may be listed
(except for Images in Clinical Tropical Medicine articles; see below), but
only those individuals who contributed substantially to the manuscript
should be authors. The AJTMH adheres to standard of authorship as
described in the following link:
http://publicationethics.org/files/International%20standards_authors_for%2
Owebsite_11 Nov_2011.pdf. In some cases, for papers with a large
number of authors participating in a working group, the group may be cited
as author, and all individual authors listed in a footnote.

MANUSCRIPT TYPES

Original research reports. These form the large majority of papers
published by the AJTMH and consist of reports of novel research. There is
no word limit or limit to the number of references, but efforts should be
made to keep manuscripts as succinct as possible. Full reports should
include separate sections entitled Abstract, Introduction, Materials and
Methods, Results, and Discussion; the last two sections can be combined.
The abstract should not include sub-headings and should contain no more
than 200 words. The following sections should be included after the text:
Acknowledgments, Financial Support, and Disclosures regarding real or
perceived conflicts of interest. Manuscripts should end with a listing of all
authors’ current addresses, including affiliation, city, country, and email
address, followed by References (see Reference section below).

Short reports. This format can be used for submission of important
preliminary observations, technique modifications, or data that do not
warrant publication as a full paper. Short reports should contain no sub-
headings, and be no more than 1500 words in length, with no more than
150 words in the abstract, 3 tables and/or figures, and 20 references

Reviews. The AJTMH will consider reviews on relevant topics in tropical
medicine, global health, and related areas. Typically reviews will be
submitted by leading authorities in a field. Reviews may be solicited by the
editors. Alternatively, for unsolicited reviews, prospective authors are
asked to send a presubmission letter to the Journal (cbsl5@case.edu) for
consideration of their proposed topic before submission. We encourage
mini-reviews, providing concise reviews of focused topics in no more than
2000 words, but larger reviews will also be considered.

Perspectives: These are short articles (up to 1500 words) on timely topics
that offer both a focused review of the subject and a balanced presentation
of issues that may include key recent changes or areas of controversy.
Perspectives may offer the opinions of authoritative experts on timely


http://publicationethics.org/files/International%20standards_authors_for%20website_11_Nov_2011.pdf
http://publicationethics.org/files/International%20standards_authors_for%20website_11_Nov_2011.pdf
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topics or personal accounts from those with compelling tropical medicine
experiences. As with reviews, some Perspectives may be solicited, and for
unsolicited manuscripts a presubmission letter should be sent to the Journal
(cbsl5@case.edu) for consideration of the proposed topic before
submission.

Case reports. Short reports of no more than 1500 words can describe a
single case or small case series. These must present novel information
about a tropical medicine problem of broad interest. Case reports should
include an Introduction offering a succinct description of the area, a Case
Report section including only clinical information that is relevant to the
manuscript, and a brief Discussion.

Images in Clinical Tropical Medicine. Short reports (typically up to 200
words, but up to 400 words if complex descriptions are needed, with 5
references and no abstract) including images that demonstrate particularly
informative, striking, or unusual presentations of tropical disease are
welcome. Manuscripts that offer visual immediacy and clinical relevance
will be prioritized. Images will be published in black and white in the print
version of the Journal (author will have the option to pay for color) and in
color online. Images articles should have no more than 3 authors.

Book Reviews. These are occasionally solicited by the editors. They
should have no sub-headings and be no more than 1000 words in length.

Letters to the Editor. Letters are uncommonly published and should only
be responses to recently published articles in the AJTMH. If letters are
deemed worthy of publication, they will typically be sent to the authors of
the published paper for a response.

Submission process. Prepare your manuscript using a word processing
program and save it as a .doc file using Microsoft Word. For items that
accompany the text (letters, figures, copyright forms, etc.), you may upload
the following file types: .xlIs, .ppt, .gif, .pdf, .jpg, .eps, .png, and .tif.
However, for the manuscript text, do NOT upload .pdf files, but rather use
the Word "Save As" option to save your text as a .doc file. Reviewers will
see a PDF containing all files you uploaded except for those files you have
marked as “Not for Review.” Other file types such as LaTeX files and
QuickTime movies can be uploaded. Videos are best uploaded in mp4
format.



83

MANUSCRIPT FORMATTING

Spacing. The text should be in 11 or 12 point type, fully double-spaced,
leaving a margin of 1 inch on all sides. Continuous line numbers (NOT
restarting with each page) should be included throughout the manuscript
and pages should be numbered consecutively.

Title page. This should include, in the following sequence, the title, a list
of all authors, and author institutions, identified by superscripts in Arabic
numerals. The corresponding author should be denoted by an asterisk, with
address, e-mail, and phone number in a footnote. Also include a list of up
to 5 key words and the word counts for the abstract and for the text (not
including the abstract, figures, or references). The title page should also list
the number of figures, tables, and other pertinent information such as
supplementary materials.

Title. The manuscript title should be as succinct as possible. Titles should
generally not include abbreviations. A running head, for use as a header,
should also be provided; the running head should be not longer than 60
characters (including spaces).

Style. American spelling should be used. Indent the first sentence of each
paragraph. Use only one space between sentences. For presentation of a
series of terms, a serial comma (e.g. “red, white, and blue”) should be used.
For italics, italicize the words and phrases in your text, but do not
underline. Italicize genus and species. For words that were originally
foreign, but are now standard English (e.g. i.e., e.g., in vitro, in vivo),
italics are not necessary. For complex sentences, parentheses should
enclose brackets. Punctuation should follow the parentheses. Superscripts,
including reference numbers, should directly follow punctuation marks.
Numbers in text should be in Arabic format, except for one. Insert a space
between a number and a unit of measure and both before and after the <
symbol, > symbol, and = symbol; no space is needed between a number
and the % sign.

Abbreviations. Abbreviations are commonly overused, compromising the
clarity of manuscripts. Authors are advised to keep abbreviations to a
minimum, using them when they are clearer than long terms (e.g. PCR,
DNA), but avoiding them when possible when they are non-standard and
idiosyncratic. Abbreviations should conform to the AMA Style Manual
(http://amamanualofstyle.com). Terms should be spelled out with first
usage in both the abstract and text, with the abbreviation following in
parentheses. After this first usage, the abbreviation must be used
consistently. Plurals of abbreviations do not require apostrophes.
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Drug names. Proprietary names of drugs may not appear in the title but
may be used in conjunction with the generic name when the drug is first
mentioned in the abstract, and again when first mentioned in the text.
Thereafter, use only the generic name.

Names of organisms. Genus and species should be italicized. After the
first usage the genus should be abbreviated with a single letter (e.g. E. coli).
For different species within a genus, the genus should be spelled out with
the first usage of each. Adjectives referring to organisms (e.g. plasmodial,
falciparum malaria) are not italicized. Viral nomenclature should be based
on the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV; see:
http://amamanualofstyle.com. A complete listing of ICTV recognized viral
species can be found at:
<http://talk.ictvonline.org/files/ictv_documents/m/msl/4911.aspx>.

Figures. Figures should be numbered in Arabic numerals and cited in the
text. It should be noted that a fee is required for color illustrations in print,
but authors can choose black & white in print, but color online at no
charge. All figures should contain a brief legend.

Tables. Tables should be serially numbered in Arabic numerals and cited
in the text. Each table should be placed on a separate page at the
appropriate point in the text or at the end of the manuscript.

References. References must use standard AJTMH formatting; please refer
to prior issues of the Journal and the information below to assure correct
formatting. References should be cited by consecutive numbers in the text.
The numbers should appear in superscripts that appear after closing
punctuation. All authors should be listed. Abbreviate journal names as in
PubMed, with journal name and volume number in italics. References
should be from peer-reviewed publications. Unpublished sources, including
abstracts, conference proceedings, dissertations, and manuscripts not yet
accepted for publication, should be cited in parentheses in the text as
unpublished data or a personal communication (e.g. Kazura, J., personal
communication).

Examples of references: Durbin AP, Whitehead SS, 2013. The dengue
human challenge model: has the time come to accept this challenge? J
Infect Dis 207: 697—699.

Muirhead-Thomson RC, 1953. Mosquito Behavior in Relation to Malaria
Transmission and Control in the Tropics. London, UK: Edward Arnold and
Company.
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White GW, 2007. Terminology of insect repellents. Debboun M, Frances
SP, Strickman D, eds. Insect Repellents. Boca Rotan, FL: CRC Press, 31—
46.

GAVI, 2013. Cholera Vaccine Investment Strategy. Available at:
<http://www.gavialliance.org/about/strategy/vaccine-investment-strategy/>.
Accessed March 11, 2014.

REVIEW PROCESS. After submission, manuscripts are first reviewed by
editorial staff. Manuscripts with incorrect formatting or unacceptable
language or style will be returned to authors for correction before
transmission to the Editor-in-Chief. A common reason for return at this
point is unacceptable quality of English, and so authors who are not fluent
in English are encouraged to seek help with writing prior to submission.
One resource for this is the Charlesworth Group author services at
http://www.charlesworthauthorservices.com/~AJTMH. Acceptable
manuscripts will be examined by the Editor-in-Chief and either accepted
without review, rejected without review, or assigned to a Section Editor.
Section Editors elicit reviews from qualified experts. Reviews are
considered by Section Editors and the Editor-in-Chief, a decision is made,
and authors are notified of review decisions as promptly as possible.

REQUESTED AND EXCLUDED REVIEWERS. Authors must list at
least 4 potential reviewers, including name and contact information. The
careful selection of relevant experts as reviewers will facilitate and speed
up the review process. Please do not list reviewers from within an author’s
institution, and, especially for international authors, avoid only local
reviewers. Authors may exclude up to 4 individuals as reviewers, although
such exclusions should be uncommon.

REVISION OF MANUSCRIPTS. Atrticles typically require revision
before final acceptance. Authors are asked to respond by letter to all
concerns raised by editors and reviewers. For each concern the authors
should explain exactly how they have modified their manuscript based on
the concern, or if they feel that no change is needed, they must justify this
decision. Changes to the manuscript must be clearly described, with
identification of the site of the change. With resubmission, authors should
provide both a marked up version of the earlier submission, with all
changes indicated (using Track Changes or highlighting), and a final
version. In response to revised manuscripts, editors may seek additional
reviews and/or request a second revision, or they may reach a conclusion as
to acceptability for publication. Final decisions are confirmed by the
Editor-in-Chief.
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SHARING OF INFORMATION. Newly determined nucleotide and/or
amino acid sequence data must be deposited, and GenBank/EMBL/DDBJ
accession numbers must be included in the Materials and Methods section.
It is expected that the sequence data will be released to the public no later
than the publication date of the paper. New information on arboviruses
should be  deposited into  the  registry  described  at:
https://wwwn.cdc.gov/arbocat/.

ETHICAL GUIDELINES. For all human research, the Material and
Methods section must declare that informed consent was obtained from
adult participants and from parents or legal guardians of minors and it must
include the names of appropriate institutional review boards that approved
the project. Clinical trials must have been registered with clinicaltrials.gov
or an equivalent body, and the trial number should be provided. For studies
involving experimental animals, the Materials and Methods section must
declare that the experiments complied with guidelines for the humane use
of laboratory animals from the National Institutes of Health or an
equivalent organization, and it must include the names of appropriate
institutional review boards that approved the project. The journal
recommends adhering to the guidelines stated in the Belmont Report
http://www.hhs.gov/ohrp/ humansubjects/guidance/belmont.html or those
set forth by the Council for International Organizations of Medical
Sciences
http://www.cioms.ch/publications/guidelines/guidelines_nov_2002_blurb.h
tm

PAGE CHARGES. These are $125 per page for manuscripts submitted by
a Corresponding Author who is a member of the ASTMH and $150 per
page for non-members. Charges for printed color figures are $1,395 per
color plate (one page including one or more color figures). There is no
charge for figures that are in color only online. Supplemental data such as
additional tables and figures can be included in the online version of a
paper and referenced in the print version. Page charges are due upon receipt
of galley proofs. There are no page charges for Letters to the Editor, book
reviews, Images in Clinical Tropical Medicine, or manuscripts that are
recruited by the editors.

PAGE CHARGE WAVIERS. Manuscripts with only authors from
developing countries and with no sources of support for page charges may
qualify for a partial or full waiver of charges. Please appreciate that funds
for waivers are limited. We do not grant waivers until a paper is accepted.

AJTMH POLICY ON OPEN ACCESS. Manuscripts may be made freely
available online immediately upon publication for a flat fee of $2,500, paid
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instead of the usual page charges. This fee does not include additional
charges for print color figures. For articles for which the open access fee is
not paid, authors must honor a 12-month embargo on current content and
not deposit their paper in a public repository without permission from the
AJTMH. Email cbsl5@case.edu to obtain permission. Authors may elect
the open access option on the page charge form when they receive their
galley proofs, or they may notify the editorial office of their decision.
Published papers will be deposited in PubMedCentral (PMC) by the journal
office. Open access articles will be made freely available on PMC at the
time of publication. All other articles will be deposited in PMC but will not
be available until the 12-month embargo period has expired. Wellcome
Trust/Research Council UK authors can self-archive their manuscripts and
make these available from PMC and Europe PMC 6 months after the
publication date.





