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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

INFLUÊNCIA DO GRAU DE SUSCEPTIBILIDADE DE ISOLADOS DE LEISHMANIA (VIANNIA) GUYANENSIS AO 
ANTIMONIAL PENTAVALENTE E À PENTAMIDINA NA FALHA TERAPÊUTICA DE PACIENTES COM 

LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

CLEBIO ELEUTERIO DA SILVA 

Introdução: A leishmaniose cutânea é uma doença dermatológica, caracterizada por 
diferentes manifestações clínicas, constituindo uma doença negligenciada e um grave 
problema de saúde pública. A região norte do Brasil registra cerca de 37,3% dos casos, 
principalmente no estado do Amazonas onde a espécie Leishmania (Viannia) 
guyanensis é a mais prevalente causadora de leishmaniose cutânea. Tem sido 
observado que o tratamento desses casos com antimonial pentavalente (Sb V) ou 
pentamidina apresenta índices de cura que variam entre 26,3% e 73,2% para o 
antimonial e de 58,1% a 71% para a pentamidina. Hipótese: Os episódios de falha 
terapêutica podem estar relacionados a uma menor susceptibilidade do parasito aos 
fármacos leishmanicidas. Objetivo geral: Investigar a associação entre o grau de 
susceptibilidade de isolados de L. (V.) guyanensis frente aos fármacos leishmanicidas e 
o desfecho clínico após tratamento dos pacientes com LTA provenientes de Manaus. 
Material e métodos: Foram estudados nove isolados de L. (V.) guyanensis obtidos de 
pacientes de leishmaniose cutânea acompanhados na Fundação de Medicina Tropical 
Heitor Vieira Dourado/Manaus–AM. Estes foram classificados em quatro grupos: a) 
isolados de pacientes cujos desfechos clínicos foram o sucesso terapêutico quando 
tratados com antimonial pentavalente (ST-SbV, n=2); b) desfechos clínicos foram a 
falha terapêutica (FT-SbV, n=4); c) isolado de paciente cujo desfecho clínico foi o 
sucesso terapêutico quando tratado com pentamidina (ST-Pentamidina, n=1); d) 
desfechos clínicos foram a falha terapêutica (FT-Pentamidina,n=2). Para a inibição em 
50% do crescimento de formas promastigotas, foram utilizadas em cultura diferentes 
concentrações de SbIII (0 μM a 200 μM) e pentamidina (0 μM a 6 μM). A quantificação 
da taxa de crescimento foi medida pelo método colorimétrico da rezasurina (Alamar 
Blue®). Resultados: A IC50 variou de 6,98 a 61,31µM quando os isolados foram 
tratados com SbIII, e de 0,09 a 0,89µM quando os isolados foram expostos à 
pentamidina. Foi observado que dentre os isolados de L. guyanensis provenientes de 
pacientes tratados com SbV e que evoluíram clinicamente com falha terapêutica, dois 
(002/16 e 005/16) de um total de quatro isolados, necessitaram de uma concentração 
do SbIII 1,8 a 2,6 vezes maior que a de isolados provenientes de pacientes que 
evoluíram com cura clínica (001/16 e 004/16) (p<0,05), para inibir 50% do crescimento 
de formas promastigotas in vitro (IC50). Discussão e Conclusão: O ensaio de 
sensibilidade aos fármacos leishmanicidas in vitro embora não ter sido 100% correlato 
ao desfecho clínico dos pacientes nos permitiu observar que alguns dos isolados 
apresentam menor sensibilidade ao antimonial pentavelente. Essa característica pode 
contribuir, pelo menos em parte, para alguns dos episódios de falha terapêtica. Por 
outro lado, vale ressaltar que outros parâmetros inerentes ao hospedeiro também 
podem estar associados aos episódios de falha terapêutica.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

INFLUENCE OF THE LEVEL OF SUSCEPTIBILITY OF LEISHMANIA (VIANNIA) GUYANENSIS 
ISOLATES TO PENTAVALENT ANTIMONIAL AND PENTAMIDINE IN THE THERAPEUTIC FAILURE 

OF PATIENTS WITH CUTANEOUS LEISHMANIOSIS 

 
ABSTRACT 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 
 

CLEBIO ELEUTERIO DA SILVA 
 

Introduction: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a dermatological disease, characterized 
by several clinical manifestations, constituting a neglected disease and a serious public 
health problem. The northern region registers 37.3% of the brazilian cases of CL, mainly 
in the state of Amazonas where the species Leishmania (Viannia) guyanensis is the 
most prevalent cause of cutaneous leishmaniasis. It has been observed that the 
treatment of these cases with pentavalent antimonial (SbV) or pentamidine has cure 
rates ranging from 26.3% to 73.2% for antimonial and from 58.1% to 71% for 
pentamidine. Hypothesis: The episodes of therapeutic failure may be related to a lower 
susceptibility of the parasite to leishmanicidal drugs. Objective: To investigate the 
association between the susceptibility level of L. (V.) guyanensis isolates against 
leishmanicidal drugs and the clinical outcome after treatment of patients with CL from 
Manaus. Material and methods: Nine isolates of L. (V.) guyanensis obtained from LC 
patients at Heitor Vieira Dourado / Manaus-AM Tropical Medicine Foundation were 
studied. These were classified into four groups: A) isolates from patients whose clinical 
outcomes were therapeutic success when treated with pentavalent antimonial (TS-SbV, 
n = 2); B) clinical outcomes were the therapeutic failure (TF-SbV, n = 4); C) isolated from 
a patient whose clinical outcome was the therapeutic success when treated with 
pentamidine (TS-Pentamidine, n = 1); D) clinical outcomes were the therapeutic failure 
(TF-Pentamidine, n = 2).To inhibiting in 50% the growth of promastigote forms, different 
concentrations of antimonial trivalent (SbIII) (0μM to 200μM) and pentamidine (0μM to 
6μM) were used in culture. Quantification of growth rate were measured by the 
colorimetric method of rezasurine (Alamar Blue®). Results: The IC50 ranged from 6.98 
to 61.31μM when the isolates were treated with SbIII, and from 0.09 to 0.89μM when the 
isolates were exposed to pentamidine. It was observed that among L. guyanensis 
isolates from patients treated with SbV that clinically evolve to therapeutic failure, two 
(002/16 and 005/16) out of a total of four isolates presented an IC50 to SbIII, 1.8 to 2.6 
times greater than the isolates from patients that evolved to clinical cure (001/16 and 
004/16) (p <0.05), to inhibit 50% growth of promastigote forms in vitro (IC50). 
Discussion and Conclusion: The sensitivity test for leishmanicide drugs in vitro, 
although not 100% correlated with the clinical outcome of the patients, allowed us to 
observe that some of the isolates have a lower sensitivity to pentavelent antimonial. 
This feature may contribute, at least in part, to some of the episodes of therapeutic 
failure. On the other hand, it is worth mentioning that other parameters inherent to the 
host can also be associated to the episodes of therapeutic failure. 
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1. Introdução 

A leishmaniose tegumentar é uma doença infecciosa, não contagiosa, causada 

por diferentes espécies de protozoários do gênero Leishmania. Os protozoários do 

gênero Leishmania pertencem à família Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. O 

parasito é encontrado no trato digestivo do hospedeiro invertebrado sob a forma 

promastigota com flagelo aparente. Outra forma evolutiva observada no interior de 

células do sistema fagocítico mononuclear de hospedeiros vertebrados, apresentam 

flagelo inaparente, e é denominada amastigota. Leishmania spp é um parasito 

unicelular e heteroxeno, transmitido para diversos mamíferos como marsupiais, 

edentados, roedores e ao homem. Quando a fêmea de um flebótomo lacera a pele de 

um hospedeiro vertebrado infectado, aspira sangue contendo macrófagos parasitados 

ou amastigotas livres. Essas amastigotas são liberadas no interior do tubo digestivo do 

inseto e no epitélio intestinal se diferenciam em formas flageladas chamadas 

promastigotas procíclicas. Essas, por sua vez, se dividem sofrendo um processo de 

metaciclogênese e transformando-se em formas promastigotas metacíclicas. Essas 

formas infectivas do parasito se destacam do epitélio intestinal, migrando para o 

proventrículo do inseto e durante o próximo repasto, essas formas são transmitidas ao 

hospedeiro vertebrado (Figura 1). Dentro dos fagolissomos de macrófagos residentes, 

promastigotas se transformam em amastigotas (esféricas e sem flagelo aparente) e se 

replicam, podendo infectar outras células, espalhando-se pelos diversos tecidos do 

organismo (Stockdale & Newton 2013). 

Existem cerca de 20 espécies de Leishmania e aproximadamente 30 espécies 

de flebotomíneos identificados como vetores da leishmaniose, onde no continente 

Americano, o gênero Lutzomyia é predominante. Estes vetores pertencem aos gêneros 

Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo) (Stockdale & Newton 2013). 
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Figura 1: – Desenho esquemático do ciclo de desenvolvimento e transmissão de 
parasitos do gênero Leishmania spp. 

Fonte: Adaptado: cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html. 2017. 

 

1.1 Leishmaniose tegumentar Americana 
 
A LTA é uma doença dermatológica, caracterizada por diferentes manifestações 

clínicas, constituindo um grave problema de saúde pública. As úlceras cutâneas podem 

ser causadas por qualquer uma das espécies dermotrópicas de Leishmania. A 

variedade de manifestações clínico-patológicas da doença é atribuída a uma complexa 

interação de fatores ligados a espécies do parasito, resposta imunológica do paciente 

e, consequentemente, fatores resultantes da interação parasito-hospedeiro (Arevalo et 

al. 2007). 

Existem várias espécies de Leishmania associadas à doença humana. Segundo 

a classificação taxonômica proposta por Lainson & Shaw (1987), as espécies de 

Leishmania são classificadas em dois subgêneros: Viannia e Leishmania. No Brasil, a 

leishmaniose tegumentar é causada por seis espécies do subgênero Viannia: L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi e L. (V.) 

lindenbergi e uma espécie do subgênero Leishmania: L. (L.) amazonensis. A espécie 

mais amplamente distribuída é L. (V.) braziliensis.  

As principais manifestações clínicas das leishmanioses decorrentes da infecção 

por espécies dermotrópicas do parasito podem ser: 
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1.1.1 - Forma cutânea localizada: 

É o tipo de apresentação clínica mais comum da LTA. A úlcera cutânea típica é 

indolor, arredondada ou ovoide, de tamanho variável, com bordas bem delimitadas, 

elevadas e eritematosas, fundo granuloso e que sangra facilmente. Havendo infecção 

bacteriana associada, um exsudato amarelado pode estar presente. Também são 

descritas formas não ulcerosas que podem se apresentar com aspecto nodular, 

verrugoso ou liquenóide (Da-Cruz & Pirmez, 2015). As lesões se localizam 

preferencialmente em áreas descobertas, como membros superiores e inferiores. 

Entretanto, a localização em áreas pouco relatadas como a região genital e rebordo 

ungueal, pode trazer dificuldade no diagnóstico em função da apresentação 

dermatológica pouco comum (Oliveira-Neto, 1998).  

O comprometimento dos gânglios linfáticos é frequente, podendo preceder as 

lesões cutâneas (Barral et al. 1995). Ao regredirem, as úlceras deixam cicatrizes com 

dimensões que se mantêm nos limites da úlcera, em geral lisas, brilhantes, finas e 

sedosas, com áreas de hiper ou de hipopigmentação, podendo assumir a coloração 

natural da pele (Schubach et al., 1998a; Oliveira-Neto et al., 2000). A ocorrência de 

traumatismo da cicatriz pode levar à reativação da doença (Oliveira-Neto et al., 1998), 

provavelmente relacionada à manutenção de parasitas no local (Schubach et al., 

1998b). Outras formas clínicas da leishmaniose cutânea também podem ser 

observadas como: cutânea disseminada com lesões múltiplas, e mucocutânea com 

lesão cutânea e mucosa ativas simultaneamente (Brasil, 2013). 

 

1.1.2 - Forma mucosa 

Neste caso, as lesões localizam-se nas mucosas. Normalmente são lesões 

secundárias à forma cutânea. Admite-se que cerca de 3 a 5% dos casos de LC, 

causados por L. braziliensis desenvolvam a forma mucosa (Oliveira-Neto, 1998). 

Leishmania braziliensis é a principal espécie associada aos casos de lesão mucosa, 

embora outras espécies como L. amazonensis e L. guyanensis já tenham sido isoladas 

desta forma clínica (Grimaldi & Tesh,1993; Guerra et al. 2011). O intervalo de tempo 

entre a infecção inicial e o início das infecções mucosas é bastante variável. Porém, 

admite-se que, em mais da metade dos casos, esta evolução ocorra dentro de um 

período médio de seis anos (Jones et al., 1987). As mucosas podem apresentar-se 

infiltradas e eritematosas. A evolução das lesões pode levar à destruição do septo 

nasal e ao acometimento do assoalho das fossas nasais, da orofaringe, da laringe e da 

traquéia, além da pele que recobre o nariz e a região supra labial. Outras regiões 

acometidas mais raramente são a conjuntiva ocular e a genitália (Oliveira-Neto, 1998). 
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1.1.3 Forma difusa 

É uma manifestação grave, causada por L. amazonensis com lesões nodulares 

e múltiplas, com formação de placas infiltradas em áreas expostas como face, 

membros superiores e inferiores. Essas lesões, em geral, não apresentam ulceração e 

a doença tende a evitar as mucosas (Silva., 1978). Quando a invasão da semimucosa 

ou mucosa é verificada, se dá por contiguidade com as lesões cutâneas (Costa et al., 

2005). Embora ocorra em diversos estados brasileiros a prevalência da forma cutânea 

difusa é rara. O tratamento é difícil ou ineficaz (Brasil, 2013). 

2. Epidemiologia da leishmaniose tegumentar Americana 

As leishmanioses estão presentes em 98 países nos cinco continentes, com 

uma taxa de incidência anual de mais de 58.000 casos de leishmaniose visceral e uma 

estimativa de incidência anual de 0,7 a 1,2 milhões de casos da leishmaniose 

tegumentar (Alvar et al. 2012). Mais recentemente a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) fez um levantamento da distribuição da leishmaniose cutânea em 102 países, 

áreas ou territórios em todo o mundo. A partir dos dados disponíveis, a OMS estimou 

que 70% dos de casos de leishmaniose cutânea ocorrem em 10 países: Afeganistão, 

Argélia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, República Islâmica do Irão, Peru, Sudão 

e República Árabe Síria, onde o Brasil tem uma incidência da doença de 1,46 casos em 

10.000 habitantes (WHO 2016).  

 

Figura 2: Padrão de distribuição da endemicidade da leishmaniose cutânea no mundo 
(2015). Fonte: WHO, 2016.  
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No período de 2001 a 2014, foi relatado a Organização Panamericana de 

Saúde/OMS um total de 797.849 casos novos de leishmaniose cutânea e mucosa com 

média anual de 56.989 casos distribuídos em 17 dos 18 países endêmicos das 

Américas. Em 2014, um total de 16 países endêmicos relataram 51.098 casos de 

leishmanioses cutânea/mucosa com uma taxa de incidência de 19,76 casos por 

100.000 habitantes. Neste mesmo ano um total de 75% dos casos detectados foi 

relatado no Brasil (20.418), Colômbia (11.586) e Peru (6.231). No entanto, as maiores 

incidências foram registradas na Nicarágua (62,97/100.000 habitantes) e Costa Rica 

(52,55/100.000 habitantes), países da região Centro América. A figura 3 mostra os 

casos de leishmaniose cutânea e mucosa em países endêmicos nas Américas. O eixo 

x mostra o período correspondente aos anos de 2001 a 2014 e o eixo y o número de 

casos (PAHO 2016). 

 

Figura 3: Leishmaniose cutânea e mucosa em países endêmicos das 
Américas, 2001-2014.  
Fonte: SisLeish-OPAS/OMS, 2016. 
 

No Brasil, no início da década de 1980 foram registrados casos autóctones de 

LTA em 19 Unidades Federadas e, no ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todos 

os estados brasileiros. A região Norte vem contribuindo com o maior número de casos 

(cerca de 37,3% do total de casos registrados) e com os coeficientes médios mais 

elevados (73,3 casos/ 100.000 habitantes), seguida das regiões Centro-oeste (35,4 

casos/100.000 habitantes) e Nordeste (18,8 casos/100.000 habitantes) (Brasil 2014). 

 O registro do número de casos de LTA no Brasil demonstra que os coeficientes 

mais elevados ocorreram nos anos de 1994 (22,83 casos/100.000 habitantes) e 1995 

(22,94 casos/100.000 habitantes). Já no período de 2001 a 2014, a LTA apresentou 

média anual de 20.418 novos casos registrados e coeficiente de detecção médio de 
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16,71 casos/100.000 habitantes. Além do elevado número de casos, os dados mostram 

a ampla distribuição geográfica da leishmaniose cutânea nas Américas. O mapa da 

figura 4 caracteriza a nível regional os locais de acordo com o risco de transmissão, 

sendo diferenciados pela intensidade das cores. Como pode ser observada, a região 

norte apresenta os maiores índices de transmissão do Brasil (PAHO 2016). 

 

 

Figura 4: Incidência e densidade de casos de leishmaniose 
cutânea e mucosa em 2014. 
Fonte:SisLeish-OPAS/OMS,2016. 

3. Tratamento da Leishmaniose tegumentar Americana. 

Em 1912 o médico Gaspar de Oliveira Vianna descreveu que o tártaro emético 

era eficaz no tratamento da leishmaniose tegumentar Americana. Bramachari, em 

1920, desenvolveu o primeiro composto à base de antimônio pentavalente, o uréia 

estibamina, derivado uréico do ácido p-aminofenilestibínico. Em 1936, Schmidt 

introduziu na terapia médica o gluconato de antimônio (V) sódico, conhecido 

comercialmente como Pentostam® (Glaxo Wellcome). Durante a Segunda Guerra 

Mundial, surgiu na França um medicamento alternativo o até então gluconato de 

antimônio (V) sódico, o antimoniato de N-metil glucamina, comercializado como 
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Glucantime® (Rhône-Poulenc-Rohrer) ou antimoniato de meglumina (Rath et al. 2003). 

Até hoje o medicamento de primeira linha recomendado pela OMS no tratamento das 

leishmanioses são os antimoniais pentavalentes (WHO, 2010). Os medicamentos de 

segunda escolha empregados no tratamento da leishmaniose são a anfotericina B e a 

pentamidina, os quais são indicados quando se verifica ausência de resposta ao 

antimonial pentavalente após 2 cursos completos de tratamento (Tabela 1)(Brasil, 

2010). 

Tabela 1: Esquema terapêutico de tratamento preconizado para as diversas 
formas clínicas de LTA,segundo Ministério da Saúde. 

Forma clínica 1ª escolha Alternativas 

 
Antimoniato 

N-metilglucamina 

Desoxicolato de 

anfotericina B. 

1mg/kg/dia diariamente ou em dias alternados 

(dose máxima diária de 50mg) Deve ser 

administrada até atingir as seguintes doses 

totais: 

Anfotericina B 

Lipossomal 
Pentamidina 

Cutânea 

localizada 

15mg/kg/dia 

(10 - 20mg Sb
V
/kg/dia) 

1 a 1,5g 1 a 4mg/kg/dia 
4mg/kg/dia, em 

dias alternados 

Cutânea 

difusa 
20mg/Sb Sb

V
/kg/dia 1 a 1,5g 1 a 4mg/kg/dia 

4mg/kg/dia, em 

dias alternados 

Mucosa 20mg/Sb Sb
V
/kg/dia 2,5 a 3g 1 a 4mg/kg/dia 

4mg/kg/dia, em 

dias alternados 

Fonte: Adaptado Brasil, 2014. 
 

3.1 Antimoniato de meglumina 

Nas formas cutânea localizada e disseminada, a dose recomendada varia entre 

10 e 20mgSbV/kg/dia, sugerindo-se 15mg SbV/kg/dia tanto para adultos quanto para 

crianças durante 20 dias seguidos. Porém se não houver melhora significativa, o 

esquema pode ser prolongado por mais 10 dias, até que as lesões fiquem fechadas ou 

cicatrizadas (Brasil. 2013).  

O antimonial pentavalente é considerado um pró-fármaco que requer ser 

convertido em antimonial trivalente cujo mecanismo de ação caracteriza-se pela 

interferência na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glicólise, 

quanto a oxidação dos ácidos graxos do parasito, processos localizados em organelas 

peculiares, são inibidos, sendo que esta inibição é acompanhada de redução na 

produção de ATP e GTP (Croft et al. 2006). 

Os efeitos adversos mais frequentes são artralgia e mialgia. Porém, alterações 

mais graves como cardíacas, renais, hematológicas, pancreáticas ou hepáticas podem 

contribuir para a suspensão do tratamento. Normalmente doses de 20mg SbV/kg/dia 

estão mais associadas aos efeitos adversos. Esquemas alternativos utilizando doses 
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sistêmicas mais baixas (5mg SbV/kg/dia) ou doses por via intralesional têm sido 

utilizados com sucesso e com o benefício da diminuição significativa de efeitos tóxicos 

apresentados pelo antimonial (Oliveria-Neto et al. 1997a; Schubach et al. 1998a). 

3.2 Anfotericina B 

A anfotericina B tem sido usada no tratamento da leishmaniose e, em algumas 

partes do mundo, é o fármaco de escolha. Também é utilizada quando não se obtém 

resposta ao tratamento com o antimonial pentavalente ou na impossibilidade de seu 

uso, por exemplo, em gestantes. Este fármaco atua no ergosterol presente na 

membrana do parasito. Com o aumento da permeabilidade da membrana celular ocorre 

um influxo de íons, levando o protozoário à morte (Goto & Lindoso, 2010). A 

anfotericina B lipossomal é uma nova formulação, na qual o fármaco é incorporado 

dentro de lipossomas compostos por fosfatidilcolina, colesterol e 

disterolfosfatidilglicerol. Isto não apenas reduz a toxicidade do fármaco, como também 

aumenta a eficiência e a concentração nos tecidos (Brasil, 2013). 

Seus efeitos adversos são febre, cefaléia, náuseas, vômitos, tremores, calafrios, 

flebite no local da infusão e dor lombar. 

 

3.3 Pentamidina 

 

A pentamidina vem sendo utilizada como fármaco de segunda escolha no 

tratamento da leishmaniose tegumentar em áreas endêmicas dos continentes 

Americano, Asiático e Africano. Este fármaco interfere com a síntese de DNA de 

Leishmania, modificando a morfologia do cinetoplasto e promovendo a fragmentação 

da membrana mitocondrial, matando o parasita. As reações adversas mais frequentes 

são: dor, induração e abscessos estéreis no local da aplicação, além de náusea, 

vômito, tontura, mialgia, cefaléia, hipotensão, lipotimia, hipoglicemia e hiperglicemia 

(Goto & Lindoso 2010; Brasil 2013). 
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4. Critérios de cura e falha terapêutica na leishmaniose tegumentar Americana 

O critério de cura é clínico sendo indicado o acompanhamento regular por 12 

meses. Ele é definido pela epitelização das lesões ulceradas, regressão total da 

infiltração e do eritema, até três meses após a conclusão do esquema terapêutico. Já a 

falha terapêutica é definida como aquele caso que recebeu dois esquemas terapêuticos 

regulares sem apresentar remissão clínica (Brasil, 2013). A falha no tratamento das 

leishmanioses constitui um problema em diversas áreas endêmicas (Croft et al. 2006). 

Segundo o manual do MS, o paciente deve retornar mensalmente à consulta durante 

três meses consecutivos após o término do esquema terapêutico para ser avaliada a 

cura clínica. 

Na América Latina, o tratamento com SbV nem sempre resulta na cura clínica. 

Nos últimos anos, foram realizados poucos ensaios clínicos para avaliar a eficácia de 

fármacos para tratamento da LTA, com o cuidado de identificar a espécie do parasito 

responsável pelos casos (Neves et al. 2011a). O ensaio clínico realizado por Romero e 

colaboradores (2001), demonstrou que os índices de cura para o antimonial 

pentavalente eram de 26,3% dos casos por L. guyanensis. Outro ensaio clínico 

envolvendo 198 pacientes com leishmaniose cutânea realizado na Guiana Francesa 

demonstrou taxas de cura de 87% quando os pacientes eram tratados com isotionato 

de pentamidina para a espécie L. guyanensis (Nacher et al. 2001). Mais recentemente 

em 2011, foi realizada a comparação entre antimonial pentavalente e miltefosina em 

pacientes com leishmaniose cutânea causada por L.guyanensis, sendo os índices de 

cura de 53,3% e 70,7%, respectivamente (Chrusciak-Talhari et al. 2011). Os 

mecanismos subjacentes a esse elevado percentual de falha terapêutica não estão 

esclarecidos, mas podem estar relacionados a características biológicas das diferentes 

espécies do parasito ou à resposta imune induzida por antígenos de Leishmania no 

hospedeiro (Da-Cruz & Pirmez 2005). 

Dessa forma, o presente trabalho foi motivado por vários aspectos como: o fato 

da região Norte deter as maiores incidências de LTA do país; o tratamento com o 

fámaco de primeira escolha recomendado pelo manual do Ministério da Saúde resultar 

em significativas taxas de falha terapêutica, o que difere do restante do país; a espécie 

responsável pela maioria dos casos de LTA na região de Manaus ser L. guyanensis; e 

pequena quantidade de trabalhos que investigaram tal espécie no Brasil terem sido 

realizados.  

Nossa hipótese é que os casos de falha terapêutica podem estar associados a 

menor susceptibilidade do parasito ao antimonial. Testar tal hipótese é de fundamental 
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importância para ajudar a esclarecer as causas das altas taxas de falha terapêutica e 

com isso, ajudar a definir novas recomendações de tratamento para LTA na região de 

Manaus, com intuito de minimizar o sofrimento para os pacientes que não apresentam 

cura clínica após o tratamento e os custos para o sistema único de saúde.  

 

5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo Geral:  

Investigar a associação entre o grau de susceptibilidade de isolados de 

L. (V.) guyanensis frente aos fármacos leishmanicidas e o desfecho clínico após 

tratamento dos pacientes com LTA provenientes de Manaus.  

 

5.2 Objetivos Específicos:  

 

5.2.1. Avaliar o grau de suscetibilidade ao antimonial trivalente e à pentamidina 

de isolados de L. (V.) guyanensis oriundos de pacientes com leishmaniose cutânea 

provenientes da região Amazônica.  

 

5.2.2. Investigar se há relação entre o grau de suscetibilidade aos fármacos 

leishmanicidas e a ocorrência de falha terapêutica nos pacientes de leishmaniose 

cutânea. 

 

6. Material e Métodos 

 
6.1 Considerações éticas 

 

Para a obtenção do fragmento de lesão dos pacientes com LTA foi necessário a 

aprovação do CEP-FMT/IMT/AM conforme parecer # 560.914, de 28/03/2014 e para o 

uso de macrófagos de lavado peritoneal de camundongos o CEUA-FIOCRUZ # L-

026/2015, de 08/07/2015. 

 

6.2 Casuística 

Os isolados são provenientes de pacientes da Fundação de Medicina Tropical 

Heitor Vieira Dourado/Manaus-AM, onde foi realizado o diagnóstico clínico e 

laboratorial por biópsia cutânea com o auxilio de "punch" nas bordas infiltradas. 

Posteriormente pela técnica de aposição em lâmina (imprint) do fragmento obtido da 

biopsia, seguidamente  o tratamento, com o acompanhamento clínico por três meses. 
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Foram selecionados 09 isolados de pacientes foram caracterizados quanto à espécie 

pela Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC -FIOCRUZ) como 

L. (V.) guyanensis. Estes foram classificados em quatro grupos: a) isolados de 

pacientes cujo desfecho clínico foi o sucesso terapêutico quando tratado com 

antimonial pentavalente (ST-SbV, n=2); b) desfecho clínico foi a falha terapêutica 

apesar de tratado com SbV (FT-SbV, n=4); c) isolado de paciente cujo desfecho clínico 

foi o sucesso terapêutico quando tratado com pentamidina (ST-Pentamidina, n=1); d) 

desfecho clínico foi a falha terapêutica apesar de tratado com pentamidina (FT-

Pentamidina, n=2). Destes isolados, quatro foram de pacientes mulheres e cinco 

homens, com idades entre 8 e 68 anos. Quatro pacientes apresentaram mais de duas 

lesões, enquanto que cinco apresentaram apenas uma lesão. Seis pacientes foram 

tratados pela primeira vez com antimoniato de meglumina e três foram tratados pela 

primeira vez com pentamidina. 

A falha terapêutica foi observada em quatro pacientes tratados com antimoniato 

de meglumina e dois com pentamidina. Os dados dos pacientes relacionados à clínica 

e aos esquemas terapêuticos empregados estão representados na Tabela 2. 

 

6.3 Critérios de inclusão dos isolados dos pacientes.  

 Isolados de pacientes que apresentavam a forma cutânea da LTA; 
 

 Isolados de pacientes cujas amostras tenham sido identificadas pela técnica de 
isoenzimas como L. guyanensis. 
 

 Isolados de pacientes que foram submetidos ao tratamento inicial com 
antimonial pentavalente ou pentamidina. 
 

 Isolados de pacientes que obtiveram o desfecho clínico no primeiro ciclo de 
tratamento. 
 
 

6.4 Obtenção dos isolados de Leishmania (Viannia) guyanensis. 

 

Os parasitos foram isolados a partir de cultivos de fragmentos de lesão obtidos 

da biópsia cutânea positiva para LC realizada com o auxílio de "punch" nas bordas 

infiltradas. Foi realizada a técnica de aposição em lâmina (imprint) do fragmento obtido 

da biopsia para confirmação da presença de Leishmania. Posteriormente o fragmento 

de lesão foi "macerado" e colocado em meio NNN (Neal, Novy, Nicolle) acrescido de 

RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de L-

glutamina (RPMI completo). Após isolamento do parasito, a cultura foi expandida e 

criopreservada. Uma amostra destes isolados foi caracterizada quanto à espécie pela 
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Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC -FIOCRUZ) através da 

técnica de isoenzimas e depositada na mesma. Os diferentes isolados foram 

controlados quanto ao número de passagens in vitro, sendo os experimentos 

realizados até a quinta passagem. Os isolados de Leishmania encontram-se 

armazenados no Laboratório Interdisciplinar de Pesquisas Médicas (LIPMed).



28 
 

 Tabela 2: Dados dos pacientes com leishmaniose cutânea cujos isolados de Leishmania foram obtidos antes do tratamento. 

  
G (Glucamtine

®
); Anfo B (Anfotericina B); P (Pentamidina); Fem (feminino); Masc (masculino); MSD (membro superior direito); MMII (membros 

inferiores); MMSS (membros superiores); MID (membro inferior direito).
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6.5 Delineamento do estudo  
 

A susceptibilidade de formas amastigotas intracelulares aos fármacos leishmanicidas 

(antimônio e pentamidina) foi avaliada a partir de macrófagos infectados in vitro e tratados 

com diferentes concentrações dos fármacos. Assim, seria definida a concentração dos 

fármacos capazes de inibir em 50% (IC50) os macrófagos infectados (taxa de infecção) e as 

médias de amastigotas por macrófagos (índice de infecção), quando comparados com o 

controle não tratado. Entretanto por limitações técnicas não foi possível definir a IC50 a partir 

de amastigotas intracelulares.  

Já a susceptibilidade de formas promastigotas aos fármacos leishmanicidas foi 

avaliada in vitro através da quantificação do crescimento do parasito sob o efeito de 

diferentes concentrações de antimonial trivalente ou pentamidina. Assim, foi definida a 

concentração de fármaco capaz de inibir em 50% (IC50) o crescimento de formas 

promastigostas. Para tal, uma cultura controle sem adição de fármaco foi realizada em 

paralelo. Em seguida foi analisada a relação entre a IC50 e o desfecho clínico apresentado 

pelo paciente após tratamento.  

 

6.6 Ensaios para avaliação in vitro da susceptibilidade de formas promastigotas ao 

antimonial trivalente e à pentamidina. 

 

Formas promastigotas de L. (V.) guyanensis foram cultivadas em meio Schneider 

acrescido de L-glutamina (1mM/ml), antibiótico (penicilina: 200ug/mL; estreptomicina: 

200ug/mL), soro fetal bovino (20%) (Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA) em temperatura de 

26-280C. O inóculo inicial foi de 5x105 promastigotas por mililitro, e as contagens por 

microscopia óptica em câmara de Neubauer realizadas com intervalos de 24 horas durante 

sete dias até atingirem a fase estacionária.  

Para avaliar a sensibilidade das formas promastigotas aos diferentes fármacos, as 

mesmas foram cultivadas na presença das seguintes concentrações: antimonial trivalente 

(SbIII) (0µM, 3,12µM, 6,25µM, 12,5µM, 25µM, 50µM, 100µM e 200µM) e pentamidina (0µM, 

0,09µM, 0,18µM, 0,37µM, 0,75µM, 1,5µM, 3µM e 6µM). Utilizou-se antimonial trivalente e a 

pentamidina ambos da SigmaChemicalCo, St. Louis, EUA. O antimonial trivalente foi diluído 

em meio de cultura Schneider e estocado a temperatura ambiente, sendo empregado em 

todos os ensaios o mesmo lote. A pentamidina foi diluída em água deionizada (tipo II) e 

estocada a - 200C. 
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Os ensaios foram realizados três vezes em triplicata em placas para cultura de 96 

poços com fundo chato e avaliados após 72 horas de exposição ao antimonial trivalente e a 

pentamidina. As amostras foram avaliadas em pares na mesma placa e no mesmo 

momento. Um volume de 100 μL da suspensão contendo 1 x 106 parasitas/ml, foi adicionado 

em triplicata aos poços da placa. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume de meio 

contendo as diferentes concentrações do fármaco (100μL). Para as preparações das 

diferentes concentrações dos fármacos foram empregadas diluições seriadas (fator de 

diluição 2 vezes), de antimonial trivalente e pentamidina, iniciando na concentração de 

200µM até 3,12µM de SbIII e 6µM até 0,09µM de pentamidina, conforme apresentado acima. 

As placas foram incubadas em estufa entre 26-28ºC, por 72 horas. Após esse período o 

crescimento parasitário foi avaliado por ensaio colorimétrico com emprego da resarzurina 

(Alamar Blue®) que é um indicador de oxi-redução não tóxica para as formas promastigotas 

que é reduzida, e que muda sua cor azul para vermelho em promastigotas viáveis (Fumarola 

et al. 2004). Foram adicionados 22µL de resarzurina (3mM) por poço e a placa foi incubada 

a 26-28°C por um período de 1 a 4 horas. Após esse período, a reação foi analisada no 

espectrofotômetro com filtros de comprimento de onda entre 560nm a 590 nm. 

 

6.7 Ensaios para avaliação in vitro da susceptibilidade de formas amastigotas ao 

antimonial pentavalente e à pentamidina com linhagem celular THP-1.  

 

6.7.1 Avaliação por microscopia óptica para determinar a taxa e índice de infecção dos 

isolados de Leishmania guyanensis. 

 

A linhagem celular (THP-1) foi estabelecida por Tsuchiya e colaboradores (1980). 

Esta linhagem é amplamente usada como um modelo bem estabelecido para estudos 

toxicológicos, imunológicos e “screening” para fármacos leishmanicidas (Gebre-Hiwot et al., 

1992). Para a realização deste ensaio, foi utilizada a linhagem celular THP-1 onde a mesma 

foi mantida em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado 

(SFB) e 1% de L-glutamina (RPMI completo) por 72 horas, 37oC, e atmosfera com 5% CO2. 

Após este período as células foram centrifugadas a 500 x g por 15 minutos numa 

temperatura de 40C e ressuspendidas em 1mL de meio RPMI. Após a contagem, as células 

foram ajustadas e transferidas para placas de cultura de 24 poços, contendo lamínula estéril, 

de forma que a concentração final fosse de 5x105 células/poço. Estas foram diferenciadas 

em macrófagos quando incubadas com 30nM de phorbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 



31 
 

(Sigma-Aldrich Brasil Ltda) durante 72 horas. As células não aderentes foram retiradas após 

lavagem com meio de cultura e novamente incubadas com meio de cultura durante 72 horas 

nas condições especificadas acima.  

Em seguida foi realizada uma padronização da proporção da infecção (3:1; 5:1; 7:1 e 

10:1) de parasito em relação ao macrófago THP-1 (5x105) para definir a melhor relação de 

infecção. Baseado nessa proporção foi estabelecido que a infecção destas células pela 

adição de formas promastigotas em fase estacionária obedeceria a uma relação 

parasito/macrófago de 10:1. A placa foi incubada durante 24 horas, em estufa a 37ºC e 

atmosfera de 5% de CO2, para que ocorresse a infecção dos macrófagos. Após este período 

foram realizadas três lavagens com meio RPMI completo, a 37ºC, para remover 

promastigotas não fagocitadas. Os diferentes poços foram tratados com o antimonial 

pentavalente (Glucantime ®) (100µg; 50µg; 25µg; 12,5µg; 6,25µg; 0µg) ou Pentamidina 

(6µg; 3µg; 1,5µg; 0,75µg; 0,375µg; 0µg) e incubadas por 72 horas. Após este período as 

lamínulas foram fixadas e coradas pelo panótico (Laborclin). Em seguida foram seladas às 

lâminas com o Entellan e posteriormente analisadas por microscopia óptica. Foi contado um 

total de 100 macrófagos por lamínula avaliando o numero de macrófagos infectados (taxa de 

infecção) e o numero médio de amastigotas por macrófagos (média de amastigotas). 

Conforme fórmulas abaixo: 

 

 

 

 

 

Taxa de infecção =  Número de macrófagos infectados 
                                  ______________________________X 100 
                                        Número total de macrófagos 

 

 

 

 

Média de amastigotas =  Número de amastigotas intracelulares 
                                          _________________________________ 

                                                Número macrófagos infectados 
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6.8 Ensaios para avaliação in vitro da susceptibilidade de formas amastigotas ao 

antimonial pentavalente e à pentamidina com macrófagos peritoneais murinos. 

 

6.8.1 Coleta e plaqueamento dos macrófagos murinos. 

Os macrófagos foram obtidos por lavagens da cavidade peritoneal de camundongos 

adultos BALB/c com meio RPMI-1640 (GIBCO®) conforme descrito (Miguel et al. 2008). 

Após a eutanásia em câmara de CO2, os camundongos foram imobilizados, em decúbito 

dorsal, para a assepsia da região abdominal com álcool etílico 70%. Com o auxílio de duas 

pinças do tipo “dente de rato”, a pele do animal foi cortada e o peritônio exposto. Cerca de 

8mL de meio de cultura RPMI foram introduzidos na cavidade peritoneal, utilizando seringa e 

agulha estéreis. Após suave massagem nessa região, o meio introduzido foi aspirado com a 

mesma seringa, sendo imediatamente acondicionado em gelo. O volume final foi 

quantificado e a concentração ajustada para 2x106 macrófagos/mL. Para a quantificação foi 

empregado o corante vital azul de Trypan na concentração de 0,1% em PBS, visando excluir 

células mortas. Após a contagem, as células foram ajustadas e transferidas para placas de 

cultura de 24 poços, contendo lamínula estéril. Após 1 hora, os poços foram lavados com 

solução de RPMI para retirar as células não aderidas. 

 

6.8.2 Infecção dos macrófagos 

 Em seguida foi realizada a infecção pela adição de formas promastigotas em fase 

estacionária obedecendo a uma relação parasito/macrófago de 10:1. A placa foi incubada 

durante 24 horas, em estufa a 37ºC e atmosfera de 5% de CO2, para que houvesse a 

infecção dos macrófagos. Após este período foram realizadas três lavagens com meio RPMI 

completo, a 37ºC, para remover promastigotas não fagocitadas. Os diferentes poços foram 

tratados com o antimonial pentavalente (Glucantime ®) (100µg; 50µg; 25µg; 12,5µg; 6,25µg; 

0µg) e pentamidina (6µg; 3µg; 1,5µg; 0,75µg; 0,375µg; 0µg) e incubadas por 72 horas. Após 

este período as lamínulas foram fixadas com metanol por 3 minutos e posteriormente 

coradas pelo panótico (Laborclin). Em seguida as mesmas foram seladas com Entellan® 

(Sigma ChemicalCo, St. Louis, EUA) e posteriormente analisadas por microscopia óptica. 

Foi contado um total de 100 macrófagos por lamínula avaliando o número de macrófagos 

infectados (taxa de infecção) e o número de amastigotas por macrófagos (índice de 

infecção). 
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6.9 Análise estatística 

Os valores de IC50 (concentração da droga capaz de inibir o crescimento dos 

parasitos em 50%) para antimonial trivalente (SbIII) e pentamidina foram calculados por meio 

de regressão não linear calculada pelo software GraphPadPrism 5.0, utilizando-se a 

equação sigmoidal dose-resposta, cuja fórmula é: Y= Mínimo + (Máximo-Mínimo)/1+10 Log 

IC50-X.  Sendo, Y=Resposta; X= Log da concentração das concentrações de SbIII e 

pentamidina; Máximo= Efeito máximo (% máximo de inibição e Mínimo= Efeito mínimo (% 

mínimo de inibição, aqui igual ao controle com 0% de inibição). 

Todos os dados obtidos em cada experimento foram comparados utilizando-se o teste 

ANOVA. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p< 0,05. 

 

7. Resultados 

 

7.1 Análise da sensibilidade in vitro dos isolados de Leishmania guyanensis ao SbIII ou 
à pentamidina. 

 

Para a avaliação da sensibilidade in vitro dos isolados de L. guyanensis formas 

promastigotas foram cultivadas conforme descrito no item 6.6 onde todos os isolados 

atingiram a fase estacionária no 4º dia ao final de 7 dias de contagem. O grau de 

sensibilidade dos isolados de L. guyanensis ao antimonial trivalente (SbIII) ou à pentamidina 

foram expressas pelo valor de IC50, indicando a concentração de SbIIIou de pentamidina 

necessários para inibir em 50% o crescimento de formas promastigotas durante 72 horas 

cultivo. O IC50 variou de 6,98 a 61,31µM quando os isolados foram tratados com SbIII, e de 

0,09 a 0,89µM quando os isolados foram expostos à pentamidina (Tabela 3). Vale destacar 

que uma mesma concentração de fármaco utilizada para tratar diferentes isolados de 

L. guyanensis não consegue ter a mesma eficácia em termos de capacidade leishmanicida. 
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Tabela 3: Dados sobre o tratamento inicial, resposta ao tratamento e valores de IC50 (µM) 

com erro padrão obtidos para formas promastigotas dos isolados de L. guyanensis 

avaliados no tempo de 72 horas de exposição a diferentes concentrações de antimonial 

trivalente e pentamidina. 

Isolados 
Tratamento 

inicial 

Resposta ao   

tratamento 

Sb
III
IC50 (µM) 

72 horas 

Pentamidina 

IC50 (µM) 

72 horas 

001/16  Sb
v
 Cura clínica 18,36

A
 ± 1,03

B
 0,89 ± 1,08 

002/16  Sb
v
 Falha terapêutica 56,15 ± 1 0,54 ± 1,07 

003/16  Sb
v
 Falha terapêutica 9,27 ± 1,1 0,21± 1,13 

004/16  Sb
v
 Cura clínica 40,91 ± 1,07 0,12 ± 1,09 

005/16  Sb
v
 Falha terapêutica 61,31 ± 1,01 0,15 ± 1,05 

006/16 Sb
v
 Falha terapêutica 8,33 ± 1,09 0,09 ± 1,05 

007/16 Pentamidina Cura clínica 19,79 ± 1,05 0,12 ± 1,04 

008/16 Pentamidina Falha terapêutica 6,98 ± 1,14 0,09 ± 1,06 

009/16  Pentamidina Falha terapêutica 9,59 ± 1,11 0,15 ± 1,03 

A
Media do valor do IC50; 

B
erro-padrão; Sb

v
- Antimonial pentavalente; Sb

III
- Antimonial trivalente;  

IC50 – Concentração inibitória 50%. 

 

Na figura 5 e 6 são apresentados os gráficos relacionados à curva do percentual de 

inibição para cada isolado quando tratados com SbIII ou pentamidina, respectivamente. O 

IC50 é indicado através do ponto da curva que indica a concentração de SbIII (eixo X) que faz 

interseção com o valor de 50% de inibição de crescimento (eixo Y). De forma geral pode-se 

observar que para cada concentração dos fármacos, as repetições do teste de sensibilidade 

dos isolados aos fármacos, resultaram em uma baixa variação das taxas de inibição de 

crescimento.
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Figura 5: Nível de susceptibilidade dos isolados de Leishmania guyanensis ao antimônio trivalente. Formas 

promastigotas foram cultivadas na presença de diferentes concentrações de antimonial trivalente (Sb
III
) durante 72 horas 

à temperatura de 26
o
C. Cada ponto do gráfico indica a taxa de inibição do crescimento em função de uma concentração 

do fármaco. As barras em cada ponto representam o erro padrão referentes aos valores em triplicatas de três 

experimentos independentes. O valor de IC50 (Concentração do fármaco necessário para inibição do crescimento do 

protozoário em 50%) está indicado na caixa de texto. 
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Figura 6: Nível de susceptibilidade dos isolados de Leishmania guyanensis à pentamidina. Formas promastigotas foram cultivadas na 

presença de diferentes concentrações de pentamidina durante 72 horas à temperatura de 26
o
C. Cada ponto do gráfico indica a taxa de 

inibição do crescimento em função de uma concentração do fármaco. As barras em cada ponto representam o erro padrão referentes aos 

valores em triplicatas de três experimentos independentes. O valor de IC50 (Concentração do fármaco necessário para inibição do 

crescimento do protozoário em 50%) está indicado na caixa de texto. 
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Foi observado que dentre os isolados de L. guyanensis provenientes de 

pacientes tratados com SbV e que evoluíram clinicamente com falha terapêutica, dois 

(002/16 e 005/16) de um total de quatro isolados, necessitou de uma concentração do 

fármaco antimonial trivalente (SbIII) 1,8 a 2,6 vezes maior que a de isolados 

provenientes de pacientes que evoluíram com cura clínica (001/16 e 004/16) (p<0,05), 

para inibir 50% do crescimento de formas promastigotas in vitro (IC50). Esses dados 

sugerem que os isolados 002/16 e 005/16 são menos sensíveis ao antimonial. Por 

outro lado, os outros dois isoladosde L. guyanensis associados à falha terapêutica 

(003/16 e 006/16) necessitaram de concentrações de SbIII menores, porém sem 

significância estatística em relação ao observado nos isolados associados à cura 

clínica, sugerindo uma maior sensibilidade ao antimonial. Mesmo apresentando maior 

susceptibilidade ao SbIII, os isolados 003/16 e 006/16 tiveram falha terapêutica ao 

tratamento inicial com SbV (Figura 7). 

Dentre os pacientes tratados com pentamidina, os isolados de L. guyanensis 

associados à falha terapêutica dos pacientes (008/16 e 009/16) apresentaram a 

necessidade de uma concentração do fármaco SbIII 3 a 4 vezes menor do que a 

observada para o isolado associado à cura clínica (007/16) (p<0,05) (Figura 7). 
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Sensibilidade in vitro de isolados de L. guyanensis ao SbIII
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Figura 7: Análise do nível de susceptibilidade dos isolados de L. guyanensis ao Sb

III
. Comparação do grau de 

sensibilidade in vitro frente à ação leishmanicida de Sb
III 

em isolados de L. guyanensis provenientes de pacientes com 
tratamento inicial por Sb

V 
ou pentamidina. Os isolados circundados 001/16 e 004/16 apresentaram cura clínica ao fim do 

primeiro esquema terapêutico com Sb
V
. Os isolados 002/16; 003/16; 005/16 e 006/16 apresentaram falha terapêutica ao 

fim do primeiro esquema terapêutico com Sb
V
. O isolado circundado 007/16 apresentou cura clínica após o primeiro 

esquema terapêutico com pentamidina. Já os isolados 008/16 e 009/16 apresentaram falha terapêutica após o primeiro 
esquema terapêutico de tratamento com pentamidina. Cada ponto da figura representa o IC50 calculado para cada 
repetição do experimento de forma independente. As repetições variaram de 3 a 6 vezes. As barras representam médias 
e desvio-padrão. ***p < 0,001; **p<0,01 e *p<0,05. 
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 Já com relação aos mesmos isolados tratados com pentamidina, não houve 

diferença significativa entre os valores de IC50.  

 

 

Sensibilidade in vitro de isolados de L. guyanensis à pentamidina
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Figura 8: Análise do nível de susceptibilidade dos isolados de L. guyanensis à pentamidina. Comparação do grau de 
sensibilidade in vitro frente à ação leishmanicida de pentamidina em isolados de L.guyanensis provenientes de pacientes com 

tratamento inicial por Sb
V
ou pentamidina. Os isolados circundado 001/16 e 004/16 apresentaram cura clínica ao final do 

primeiro esquema terapêutico. Os isolados 002/16; 003/16; 005/16 e 006/16 apresentaram falha terapêutica ao fim do 
primeiro esquema terapêutico.O isolado circundado 007/16 apresentou cura clínica após o primeiro esquema terapêutico com 
pentamidina. Já os isolados 008/16 e 009/16 apresentaram falha terapêutica após o primeiro esquema terapêutico com 
pentamidina. Cada ponto da figura representa o IC50 de cada isolado independentes em triplicata com desvio-padrão. Cada 
ponto da figura representa o IC50 calculado para cada repetição do experimento de forma independente.  
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7.2 Padronização da infecção de células da linhagem THP-1 por isolados de 

Leishmania (Viannia) guyanensis 

 

Foi realizada uma proporção de infecção (3:1; 5:1; 7:1 e 10:1) de parasito em 

relação ao macrófago THP-1 (5x105) para definir a melhor relação entre os mesmos. 

Posteriormente foram calculados a taxa e o índice de infecção desses macrófagos para 

auxiliar na escolha da proporção a ser utilizadas nos ensaios de infecção para 

determinar a sensibilidade aos fármacos. Nesta padronização foram utilizados dois 

isolados, sendo: 001/16 (sucesso terapêutico) e 002/16 (falha terapêutica) conforme 

mostrado no Quadro 1. 

 

Quadro 1. Padronização da relação parasito/macrófago nos ensaios de infecção por 

Leishmania guyanensis. 

 

 

Quadro 1: Proporção de infecção em macrófagos da linhagem THP-1 com formas promastigotas 

de L. guyanensis, isolados 001/16 – proveniente de paciente com cura clínica (A; B; C e D); e 

002/16 -proveniente de paciente com falha terapêutica (E; F; G e H), nas proporções de 3:1; 5:1; 

7:1 e 10:1, respectivamente. (Aumento com objetiva de 100x). 
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Para o isolado 001/16 (sucesso terapêutico) os valores de taxa e média de 

infecção para a proporção 3:1 (parasito/macrófago) foram: taxa de infecção= 54,17% e 

média de infecção= 4,91. Para a proporção 5:1 foram: taxa de infecção= 45,33% e 

média de infecção= 7,81. Para a proporção 7:1 foram: taxa de infecção= 52,92% e 

média de infecção= 8,34. E para a proporção de 10:1 foram: taxa de infecção= 91,88% 

e média de infecção= 13,99. Os valores de taxa e média de infecção para o isolado 

002/16 (falha terapêutica) na proporção 3:1 (parasito/macrófago) foram: taxa de 

infecção= 38,92% e média de infecção= 1,97. Para a proporção 5:1 foram: taxa de 

infecção= 50% e média de infecção= 4,78. Para a proporção 7:1 foram: taxa de 

infecção= 55,92% e média de infecção= 5,34. E para a proporção 10:1 foram: taxa de 

infecção= 87,13% e média de infecção= 6,3 conforme mostrado na Tabela 4. 

 
Tabela 4: Valores da taxa e média de infecção com formas amastigotas por Leishmania 
guyanensis dos isolados de isolados 001/16-cura clínica (A; B; C e D) e 002/16-falha 
terapêutica (E; F; G e H) nas proporções de 3:1; 5:1; 7:1 e 10:1, respectivamente: 

Proporção promastigotas/ 
macrófagos 

3:1 5:1 7:1 10:1 

Taxa e média de infecção 
(001/16-cura clínica) 

A 
54,17% 

4,91 

B 
45,33% 

7,81 

C 
52,92% 

8,34 

D 
91,88% 
13,99 

Taxa e média de infecção 
(002/16- falha terapêutica) 

E 
38,92% 

1,97 

F 
50% 
4,78 

G 
55,92% 

5,34 

H 
87,13% 

6,3 

 
 

 Embora os ensaios de padronização da proporção parasito/macrófago de 

linhagem THP-1 tenham sido bem sucedidos, a reprodutibilidade da capacidade de 

infecção por diferentes isolados de L. guyanensis não foi alcançada. Em uma das 

réplicas não foi possível observar a infecção pela ineficiência do PMA em diferenciar a 

linhagem em macrófagos ativados e interromper a sua proliferação. Esse fato 

determinou uma alta concentração de células por lamínula, o que dificultou a 

visualização após coloração. Além disso, foi visto em alguns dos experimentos, que a 

capacidade de infecção foi inexistente, impossibilitando a continuidade dos 

experimentos. Dessa forma, foi colocado em questionamento se a linhagem de 

macrófago THP-1 teria a mesma susceptibilidade à infecção por diferentes isolados de 

L. guyanensis. Para tentar solucionar essa questão, foi utilizado outro modelo de 

infecção baseado na utilização de macrófagos de lavado peritoneal de camundongos 

BALB/c. 
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7.3. Avaliação do grau de susceptibilidade in vitro de formas amastigotas ao 

antimonial pentavalente e à pentamidina com macrófagos peritoneais murinos. 

 

 Os resultados de taxa e média de infecção obtidos com o modelo de infecção 

utilizando macrófagos residentes de peritôneo de camundongos BALB/c quando 

infectados com o isolado 002/16 (falha terapêutica) na proporção de 10:1 foram: taxa 

de infecção=  86,9% e média de infecção= 8,9. Esses resultados foram similares aos 

observados quando utilizado os macrófagos da linhagem THP-1. Não foi possível 

determinar os dados de taxa e média de infecção do isolado 001/16 (sucesso 

terapêutico) devido à contaminação da cultura com bactérias.  
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8. Discussão 
  

 Na América Latina, o tratamento com SbV caracteriza-se por uma variação de 

resultados em relação a sua eficácia. No tratamento da leishmaniose cutânea, a 

eficácia dos antimoniais definida pelo índice de cura clíncia variaram de 94,2% na 

Bolívia, 84% no Brasil, 75,6-78% no Peru e 61-67% na Colômbia (Ginouvès et al. 

2017). Um ensaio clínico realizado no Brasil, com foco na região de Manaus, 

demonstrou índice de cura para o antimonial pentavalente de apenas 26,3% para 

tratamento de pacientes infectados por L. guyanensis (Romero et al., 2001). Mais 

recentemente em 2011, outro ensaio clínico realizado na mesma região comparando o 

antimonial pentavalente com a miltefosina em pacientes com LC causada por 

L. guyanensis, demonstrou que o índice de cura apresentado para o tratamento com 

SbV é de apenas 53,3%, e melhores taxas foram observadas quando utilizado 

miltefosina (70,7%) (Chrusciak-Talhari et al. 2011). Esse fenômeno de baixa eficácia 

terapêutica observado para o antimonial pentavalente no tratamento dos casos de LC 

da região de Manaus é reforçado em outros estudos, onde foi demostrado índices de 

cura clínica de apenas 55,5% (Neves et al. 2011b). A baixa taxa de cura clínica 

observada quando pacientes de LC provenientes da região de Manaus são tratados 

com SbV podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela possível particularidade 

relacionada ao patógeno. Nesse contexto, vale ressaltar que a espécie de maior 

prevalência na região de Manaus é a L. guyanensis, e que esta característica regional 

não é observada em nenhuma outra localidade do Brasil, nas quais a principal espécie 

responsável pelos casos de LTA é a L. braziliensis, e onde episódios de falha 

terapêutica são raramente relatados. A excessão é observada na região de Corte de 

Pedra, Bahia, onde foi observado taxa de cura de 50,8% após tratamento com SbV de 

pacientes infectados com L. braziliensis (Romero et al. 2001). 

Essa diversidade de eficácia terapêutica observada com SbV em diferentes 

localizações geográficas, também se aplica para a pentamidina. Um ensaio clínico 

realizado na Guiana Francesa demonstrou índice de cura de 87% quando pacientes 

com LC foram tratados com isotionato de pentamidina, sendo estes infectados pelas 

espécies L. braziliensis ou L. guyanensis (Nacher et al. 2001). Na região de Manaus, o 

índice de cura clínica observado foi de 58,1% quando pacientes de LC foram tratados 

com pentamidina (Neves et al. 2011b). 

Outro fator que pode ter associação com os casos de falha terapêutica é a 

presença de um virus RNA presente em algumas espécies de Leishmania. Em um 
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estudo realizado no Peru e na Bolívia foi demonstrado que os pacientes de LC 

apresentavam risco aumentado (aproximadamente 4 vezes) de evoluir com falha 

terapêutica se a L. braziliensis isolada da lesão fosse portadora do RNA Leishmania 

vírus (LRV). Esse grupo de autores sugere que essa associação da falha ao tratamento 

com os fármacos leishmanicidas é resultado dos efeitos mediados pelo LRV no 

metabolismo do hospedeiro e/ou na sobrevivência do parasita (Adaui et al. 2016). O 

mesmo fenômeno da associação entre LRV e o aumento da chance de falha 

terapêutica foi observado na Guiana Francesa com casos de LC causados por 

L. guyanensis portadores de LRV. Contudo ainda não foi observada nenhuma 

resistência do parasito aos fármacos leishmanicidas devido à presença do LRV 

(Borreau et al. 2016). Vale ressaltar que embora ainda não tenha sido realizado o teste 

para detecção de LRV nos nove isolados de L. guyanensis utilizados no presente 

trabalho, em estudo anterior do nosso grupo foi identificada a presença de LRV em um 

isolado proveniente de paciente que evoluiu com falha terapêutica após ter sido tratado 

com SbV (Vieira-Gonçalves, et al, artigo em publicação).  

A variabilidade dessa resposta terapêutica também pode estar associada a 

características genéticas do próprio patógeno, que podem conferir a ele certo grau de 

resistência aos fármacos. Embora não tenhamos nenhum trabalho que demonstre 

isolados de Leishmania provenientes do Brasil que apresente resistência aos fármacos 

leishmanicidas, em algumas regiões da Índia e Irã parasitos resistentes ao tratamento 

são bastante frequentes (González et al., 2009; Hadighi et al., 2006). Dentre os 

isolados provenientes de pacientes que tiveram falha terapêutica e que foram avaliados 

in vitro quanto ao grau de sensibilidade ao antimonial, metade dos mesmos 

necessitaram de concentrações de SbIII para inibir 50% do crescimento das formas 

promastigotas, significativamente maiores do que os isolados provenientes de 

indivíduos que obtiveram sucesso terapêutico. No entanto, não podemos afirmar que 

tais isolados são resistentes ao antimonial sem realizar estudos que comprovem 

bioquimicamente esta capacidade de resistir à ação do fármaco.  

Por outro lado, ao observar que a outra metade dos isolados associados à falha 

terapêutica tiveram valores de IC50 similares aos isolados associados com sucesso 

terapêutico, nos fez pensar que uma vez os patógenos sendo sensíveis ao antimonial, 

outros fatores inerentes ao paciente, como por exemplo, associados a resposta imune, 

poderiam contribuir para o episódio de falha terapêutica. Resultados do nosso grupo 

demonstraram que células mononucleares do sangue periférico de alguns pacientes 

com LC provenientes de Manaus, quando estimuladas in vitro com antígenos de 
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Leishmania, possuem uma baixa capacidade de produção de IFN-γ, citocina importante 

na ativação de macrófagos necessários para a conversão de SbV (forma inativa do 

antimonial) em SbIII (forma leishmanicida) (Lima et al, dados em publicação).  

Outra hipótese, voltando a fatores associados ao patógeno, é que o isolado de 

Leishmania obtido antes de iniciado o tratamento com o fármaco, não apresentaria 

ainda a característica de baixa sensibilidade ao SbV. E que somente após a exposição 

prolongada ao fármaco, em indivíduos que apresentaram falha terapêutica, um novo 

isolado passaria a apresentar a característica de menor sensibilidade ao fármaco. Essa 

idéia pode ser reforçada em um estudo que realizou o isolamento de L. infantum antes 

e após o tratamento da leishmaniose visceral em indivíduos que apresentaram falha 

terapêutica. Os ensaios de sensibilidade in vitro destes isolados demonstrou um 

aumento significativo de IC50 após o término do tratamento quando comparado aos 

valores obtidos para os isolados de mesmo paciente obtidos antes do tratamento 

(Faraut-Gambarelli et al 1997). Essa indução de menor sensibilidade ao fármaco 

mediante exposição ao fármaco leishmanicida pôde ser comprovada in vitro pelo cultivo 

prolongado de espécies de Leishmania (incluindo subgênero Viannia) na presença de 

antimônio, ou seja, maiores valores de IC50 foram observados depois de prolongada 

exposição do patógeno ao fármaco (Grögl et al. 1989).  

Nesse contexto, o tratamento da leishmaniose apresenta várias características 

que contribuem para uma baixa adesão do paciente ao tratamento, como exemplo, a 

via de administração parenteral, os efeitos adversos numerosos e algumas vezes 

incapacitantes e o tempo prolongado. Além disso, dependendo da região em questão, 

outras limitações contribuiem para a irregularidade do esquema de doses diárias 

consecutivas, como por exemplo, a impossibilidade de alguns pacientes terem acesso 

ao posto de saúde para tomar as doses diárias, como é o caso das populações 

ribeirinhas. Em conjunto, estas características podem de alguma forma contribuir para 

os frequentes episódios de falhas terapêuticas observadas (Basano & Camargo 2004).  

Poucos são os estudos que avaliam a susceptibilidade in vitro de isolados do 

subgênero Viannia e tampouco de L. guyanensis frente aos fármacos leishmanicidas. O 

único trabalho encontrado de Azeredo-Coutinho e colaboradores (2007) demonstraram 

que promastigostas de isolados de L. braziliensis obtidos de pacientes do Rio de 

Janeiro apresentaram valores de IC50 entre de 0,8 a 9,5 mg /mL de antimonial 

pentavalente (Glucantime®) após período de incubação de 72 horas. Vale destacar que 

os resultados obtidos por este trabalho de sensibilidade de formas promastigotas ao 

SbV podem estar fragilizados por não terem utilizado o fármaco reduzido em SbIII. 
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Existe a necessidade da formulação pentavalente ser metabolizada pelo macrófago e 

transformada na formulação trivalente, que é a forma ativa contra o parasito (Ouellette 

et al. 2004). Mesmo assim, nesse estudo, outras espécies de referência como: 

L. tropica, L. mexicana, L. amazonensis, L. panamensis e L. guyanensis, também foram 

avaliadas quanto ao grau de sensibilidade ao antimonial e os valores de IC50 variaram 

entre 10 a 60 mg /mL. O valor de IC50 para L. guyanensis foi de 2,5 a 30 vezes maior 

quando comparado aos valores descritos para L. braziliensis, sugerindo que a 

L. guyanensis seja menos susceptível ao antimonial.  

Uma vez que na prática clínica observa-se uma alta taxa de cura para LC 

causada por L. braziliensis quando tratados com 10 a 20 mg/kg/dia/SbV, e que o 

mesmo esquema terapêutico resulta em baixos índices de cura clínica se usado para 

tratar pacientes infectados por L. guyanensis, somado a informação sobre 

L. guyanensis ser menos susceptível ao antimonial, seria pertinente pensar que as 

doses pré estabelecidas deste fármaco nos protocolos de tratamento não sejam as 

ideais para terapia dos casos por L. guyanensis? Nesse contexto, pensar que 10 a 20 

mg/kg/dia/SbV poderia configurar subdose para manter efeito leishmanicida em 

infecções causadas por L. guyanensis, e que o aumento dessas doses in vivo seria 

impossível devido aos efeitos adversos, nos induz a sugerir que o SbV não seja a droga 

ideal para tratamento de casos de LTA causados por L. guyanensis.  

Na Guiana Francesa e no Suriname, o isotionato de pentamidina é utilizado desde 

1992 para o tratamento da leishmaniose cutânea causado por L. guyanensis (Dedet et 

al, 1989). Em um ensaio in vitro avaliando sete fármacos (anfotericina B, azitromicina, 

fluconazol, antimoniato de meglumina, miltefosina, paromomicina e pentamidina) para 

tratamento de 33 isolados de L. guyanensis, os valores de IC50 variaram amplamente 

para cada fármaco já pentamidina que é o tratamento de primeira escolha na Guiana 

Francesa, apresentou valores de IC50 em doses muito baixas (Ginouvès et al. 2017). 

Comparativamente, os nossos resultados também demonstraram a heterogeneidade 

de IC50 para SbIII e pentamidina, independente do desfecho clínico após tratamento. 

Além disso, considerando as faixas de concentrações dos fármacos utilizadas para 

tratamento in vitro dos isolados, observou-se que as concentrações de pentamidina 

capazes de inibir em 50% o crescimento dos parasitos foram mais próximas da menor 

concentração utilizada. Em conjunto, esses dados sugerem que a L. guyanensis pode 

ser uma espécie mais susceptível à pentamidina do que ao SbV. 

As espécies de Leishmania podem influenciar o resultado do tratamento com os 

fármacos leishmanicidas atualmente utilizados para tratamento de pacientes com LC. 
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Logo, a identificação da espécie de Leishmania é de extrema importância, pois 

auxiliará o clínico na escolha da droga de melhor eficácia (Arevalo et al. 2007).  

Vale ressaltar que a ação in vitro do Glucantime® em formas promastigotas é de 

73 a 271 vezes menor do que a atividade em formas amastigotas (Ephros et al. 1999). 

Não há dúvida de que os resultados obtidos de ensaios in vitro de avaliação da 

sensibilidade de formas amastigotas intracelulares frente aos fármacos leishmanicidas 

seriam os mais próximos do que ocorre in vivo com pacientes tratados, embora não 

equivalentes.  

Ensaios in vitro de susceptibilidade de isolados de Leishmania aos antimoniais e 

outros fármacos leishmanicidas têm sido empregados na tentativa de se estabelecer 

uma relação entre sensibilidade do parasito e resposta terapêutica dos pacientes 

(Azeredo-Coutinho et al. 2007; Rijal et al. 2007). Nesse contexto nossas amostras de 

isolados de pacientes com LC com os fármacos leishmanicidas, foram empregadas em 

ensaios in vitro com intuito de correlacionar com o desfecho clínico dos pacientes (falha 

terapêutica ou sucesso terapêutico). Embora tenha sido realizados ensaios in vitro com 

formas promastigotas, essa não é a forma evolutiva presente no hospedeiro durante o 

processo de tratamento. Dessa forma, o melhor modelo para ensaios in vitro seriam 

macrófagos ou linhagens fagocíticas infectadas com Leishmania. Entretanto tentado 

utilizar macrófagos de linhagem THP-1 para ensaios de infecção, não conseguimos 

avançar nos ensaios após a padronização, ou seja, os resultados não se reproduziam. 

Acreditamos que cada isolado tenha diferentes capacidades infectivas diante de uma 

mesma linhagem celular. Essa dificuldade de padronizar infecções in vitro também foi 

vista em outro ensaio de infecção por L. brazilensis utilizando macrófagos de linhagem 

THP-1 comparados a macrófagos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c onde 

as taxas de infecção foram de 10 e 84%, respectivamente (Zauli-Nascimento et al. 

2010).  

No presente trabalho, novas tentativas de padronização foram realizadas com 

macrófago residente de lavado peritoneal de camundongos BALB/c. Apesar de 

observado uma taxa de infecção semelhante a THP-1 com um dos isolados, episódios 

de contaminação das culturas com bactérias e tempo restrito para realização dos 

experimentos em triplicata nos forçou a interromper a ideia da utilização de amastigotas 

para avaliação da sensibilidade as fármacos leishmanicidas. 

Estudos de associação entre o desfecho clínico após tratamento da LTA e o 

grau de susceptibilidade in vitro de isolado de Leishmania frente aos fármacos 

leishmanicidas tem sido realizado com emprego de amastigotas intracelulares para 
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definição de IC50. Alguns desses estudos avaliaram in vitro o grau de susceptibilidade 

de L. donovani ou L. major frente ao fármaco leishmanicida, e demonstraram que os 

isolados provenientes de indivíduos com má resposta ao tratamento apresentavam 

maiores valores de IC50 quando estes resultados foram definidos pelo índice de 

infecção de macrófagos murinos infectados com amastigotas, e essa mesma 

associação não foi observada para as formas promastigotas axênicas (Ibrahim et al. 

1994, Lira et al. 1999). Por outro lado, a determinação de IC50 a partir de formas 

promastigotas de L. braziliensis demonstrou correlação desses valores com o desfecho 

clínico (Grögl et al. 1989). Outros autores sugerem que esta associação entre 

resultados de susceptibilidade in vitro com o desfecho clínico após tratamento da LTA 

não é possível de ser realizada (Berman 1982, Robledo et al. 1999, Zauli-Nascimento 

et al. 2010). Isso sugere que dependendo da espécie de Leishmania investigada e dos 

fármacos utilizadas para tratamento in vitro de formas promastigotas, é possível gerar 

resultados de IC50 correlacionáveis com o desfecho clínico observado em pacientes 

após tratamento da LTA.  

Estudos de avaliação in vitro de susceptibilidade aos fármacos para espécies 

como L. guyanensis que pode estar implicando em frequentes episódios de falha 

terapêutica na região de Manaus, podem auxiliar no estabelecimento de novas 

recomendações para o tratamento da LTA. O intuito de tais estudos é minimizar os 

prejuízos para os pacientes que com frequência são submetidos a vários ciclos de 

tratamento com fármacos nem sempre eficazes e que apresentam vários efeitos 

adversos. Nesse aspecto, a OMS recomenda que pesquisas de novos fármacos para o 

tratamento das leishmanioses sejam incentivadas (Frézard et al. 2009). 
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9.Conclusão 
 

 
 Nos ensaios de susceptibilidade de isolados de L. (V.) guyanensis com formas 

promastigotas não foi visto associação entre o grau de susceptibilidade dos 
isolados com o desfecho clínico dos pacientes. 
 

 Os isolados de L. guyanensis provenientes de pacientes de LC apresentaram 
uma heterogeneidade quanto aos valores de IC50.  
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10. Perspectivas: 
 

 Caracterização molecular por PCR dos isolados provenientes de pacientes com 
leishmaniose cutânea atendidos na FMT-HVD-Manaus quanto à espécie. 
 

 Realização de ensaios in vitro com os fármacos leishmanicidas (Antimonial 
trivalente e pentavalente, Anfotericina B e Pentamidina) nos isolados nas formas 
promastigotas e amastigotas. 
 
 

 Caracterização molecular de transportadores ABC e analise dos níveis 
intracelulares dos fármacos leishmanicidas em populações de Leishmania spp 
com diferentes níveis de susceptibilidade aos fármacos leishmanicidas. 
 

 Investigação da presença do Leishmaniavírus (LRV) nos isolados de Leishmania 
spp e sua relação com o desfecho clínico no tratamento da leishmaniose 
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12. Anexo A 
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