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RESUMO

Os medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose cutanea apresentam eficacia insatisfatoria,
efeitos adversos frequentes e graves e requerem longos esquemas terapéuticos. Assim, a busca por novas
alternativas de tratamento para a |leishmaniose cutanea é considerada prioritaria pela Organizacdo Mundial
da Saude. O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia pré-clinica do gel hidrofilico de
paromomicina tépico (PA), da anfotericina B lipossomal intraperitonea (AnfLipo) e do antimoniato de
meglumina intralesional (Glu IL) em esquema de monoterapia e em combinacdo para o tratamento da
|eishmaniose cutanea causada por Leishmania (Viannia) braziliensis. O estudo foi composto pela avaliacdo
de monoterapias por diferentes esquemas terapéuticos e por combinagdes binarias. Na avaliacdo dos
medicamentos em monoterapia, os hamsters experimentalmente infectados na base a cauda com L. (V.)
brazliensis, foram tratados com PA (duas vezes ao dia, durante 30 dias consecutivos), AnfLipo (dose Unica
ou intervalar, ambas com dose total de 10 mg/kg) e Glu IL (infiltragdo unica, semanal ou quinzena). A
eficacia clinicafoi avaliada através da medida do tamanho da les2o e a eficacia parasitol 6gica por diluigio
limitante de cultivo de parasitas. O grupo de animais tratados com PA apresentou tendéncia de redugéo do
tamanho das lesdes, sem diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle, mas ndo observou-
se reducdo de carga parasitaria nalesdo e no baco dos animais (p>0,05). Para AnfLipo, ndo houve diferenca
estatistica do tamanho das lesdes entre os diferentes esquemas de tratamento, mas houve diferenca entre os
grupos tratados e o grupo controle (p<0,05). Ja na avaliacdo parasitol 6gica, este medicamento foi eficaz em
reduzir a carga de parasitas no bago (p<0,05). O Glu IL, administrado semanalmente ou quinzenalmente,
levou a cura completa de 80% e 100% dos animais, respectivamente. A infiltragdo Unica reduziu as lesbes
até 28 dias apds tratamento, mas a partir dai houve reativacdo das mesmas. A reducdo do tamanho das
lesbes obtida com os esquemas de tratamento intralesional semanamente ou quinzenalmente foi
estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05). Na avaliago parasitol6gica com Glu IL, ndo houve
reducdo significativa da carga de parasitas nales3o e no baco (p>0,05). No estudo de combinacdes binarias,
0s seguintes regimes de tratamentos foram adotados. PA (duas vezes a0 dia, durante 30 dias consecutivos),
AnfLipo (dose Unica - 10 mg/kg) e Glu IL (infiltracdo Unica). Os animais tratados com as combinacdes
(PA+Glu IL, PA+AnfLip e Glu IL+AnfLipo) apresentaram 100% de reducdo do tamanho da lesdo
(p<0,05), enquanto os animais tratados por monoterapias apresentaram reducdo de 29% (PA), 50% (Glu
IL) e 72% (AnfLipo). Reducdo significativa da carga parasitaria no bago ocorreu nos grupos tratados com
AnfLipo (p<0,05). Conclui-se que as combinagdes avaliadas foram mais efetivas na cicatrizacdo das |esdes
do que os medicamentos em monoterapia e que essas combinacdes representam uma alternativa para o
tratamento daleishmaniose cutanea causada por L. (V.) braziliensis e encorajam futuros ensaios clinicos.

Palavras-chave: Le shmaniose cutanea; Tratamento; Combinacao.



ABSTRACT

Medications available for the treatment of cutaneous leishmaniasis present unsatisfactory efficacy, frequent
and severe adverse effects, and require lengthy therapeutic schemes. The aim of the present study was to
evaluate the preclinical efficacy of the topical paromomycin hydrophilic gel (PA), intraperitoneal liposomal
amphotericin B (AnfLipo) and intralesional meglumine antimoniate (Glu IL) in monotherapy and in
combination for the treatment of cutaneous leishmaniasis caused by L. (V.) brazliensis. The study was
composed by the evaluation of monotherapies by different therapeutic schemes and by binary
combinations. In the evaluation of monotherapy medicinal products, animals experimentally infected with
Leishmania (Viannia) brazliensis were treated with PA (twice daily for 30 consecutive days) AnfLipo
(single dose or interval dose, both with atota dose of 10 mg/ kg) and Glu IL (single, weekly or fortnightly
infiltration). Clinica efficacy was assessed by measuring lesion size and parasitological efficacy by
limiting dilution of parasite culture. The group of animals treated with PA showed a tendency to reduce
lesion size, without significant statistical difference in relation to the control group, but no parasite load
reduction was observed in the lesion and spleen of the animals (p> 0.05). For AnfLipo, there was no
statistical difference in lesion sizes between the different treatment schemes, but there was difference
between the treated groups and the control group (p <0.05). In the parasitological evaluation, this
medication was effective in reducing the burden of parasites in the spleen (p <0.05). Glu IL, given weekly
or fortnightly, led to complete cure of 80% and 100% of the animals, respectively. The single infiltration
reduced the lesions until 28 days after treatment, but from that moment there was reactivation of the same
ones. The reduction of lesion size obtained with the weekly or fortnightly intralesional treatment schemes
was statistically different from the control group (p <0.05). In the parasitological evaluation with Glu IL,
there was no significant reduction of parasite load in the lesion and spleen (p> 0.05). In the study of binary
combinations, the following treatment schemes were adopted: PA (twice daily for 30 consecutive days),
AnfLipo (single dose - 10 mg / kg) and Glu IL (single infiltration). The animals treated with the
combinations (PA + Glu IL, PA + AnfLip and Glu IL + AnfLipo) showed 100% reduction in lesion size
(p<0.05), while the monotherapy treated animals presented reduction of 29% (PA), 50% (Glu IL) and 72%
(AmpLipo). Significant reduction of parasitic load on the spleen occurred in the groups treated with
AnfLipo (p <0.05). It is concluded that the combinations evaluated were more effective in wound healing
than the monotherapy drugs and that these combinations represent an alternative for the treatment of
cutaneous leishmaniasis caused by L. (V.) brazliensis and encourage future clinical trials.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Treatment; Combination.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar ¢ uma doenca negligenciada que acomete pele e mucosas, com
perfil de evolugdo cronico. As principais medidas de controle incluem o diagndstico e
tratamento adequados da doenca, visando reduzir o sofrimento dos pacientes, principalmente
pelos desfechos desfavoraveis, tais como as deformidades e os dbitos. No entanto, os
medicamentos recomendados para o tratamento desta doenca apresentam eficacia

insatisfatoria, efeitos adversos frequentes e graves, € requerem longos esquemas terapéuticos.

Na busca por alternativas terapéuticas para leishmaniose cutanea, diferentes formulagoes de
paromomicina vém sendo avaliadas ha mais de trinta anos, devido a possibilidade de
aplicagdo topica, facil administracdo e reducdo de efeitos adversos. No Brasil, uma
formulacdo topica de gel hidrofilico de paromomicina foi desenvolvida por pesquisadores da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e avaliada em ensaios pré-clinicos e clinicos
(GONCALVES et al., 2005; MUSSI et al., 2007; SANTOS et al., 2008; AGUIAR et al. 2009;
AGUIAR et al., 2010; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015). Os resultados satisfatérios
obtidos nestes estudos incentivaram a produg¢@o nacional desse medicamento e, em 2012, foi
firmado acordo de transferéncia de tecnologia da formulagdo do gel hidrofilico de
paromomicina da UFMG para a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), com transferéncia
realizada para industria farmacéutica da Fiocruz (Instituto de Tecnologia em Farmacos -

Farmanguinhos).

Atualmente, o Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) e a
Fiocruz financiam o projeto “Desenvolvimento de inovagdes terapéuticas e diagnosticas para
doengas negligenciadas, de acordo com a Politica Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo
em Saude — Desenvolvimento de formulagdo de paromomicina-gel para uso tdépico”,
coordenado pelo grupo de pesquisas Pesquisa Clinica e Politicas Publicas em Doencas
Infecciosas e Parasitarias do Instituto René Rachou/Fiocruz, no qual o presente trabalho se
insere. Este projeto tem como objetivo o desenvolvimento industrial do gel hidrofilico de
paromomicina e sua avaliacdo em estudos clinicos fase II e IIl, com expectativa de que nos
proximos anos esta formulagdo possa ser usada como alternativa no tratamento da

leishmaniose cutinea.
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Esta dissertagdo de mestrado apresenta dados inéditos de eficacia pré-clinica do lote
experimental do gel hidrofilico de paromomicina formulado por Farmanguinhos-Fiocruz,
usado como medicamento Unico e em combinagdes binarias com anfotericina B lipossomal
em dose unica via intraperitoneal ou antimoniato de meglumina por infiltragdo unica via
intralesional, para o tratamento da leishmaniose cutdnea causada por Leishmania (Viannia)
brazliensis. Este estudo ndo s6 demonstra a reprodug¢do dos resultados obtidos com a
formulagdo original (UFMG), como aponta os possiveis esquemas terapéuticos de
combinagdes, elegiveis para os futuros ensaios clinicos com a formulagdo preparada pela

Fiocruz.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia pré-clinica de esquemas terapéuticos baseados na combinacdo entre o gel
hidrofilico de paromomicina topico, anfotericina B lipossomal por via intraperitoneal e
antimoniato de meglumina por via intralesional para o tratamento da leishmaniose cutianea

causada por Leishmania (Viannia) brazliensis.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade do gel hidrofilico de paromomicina em animais experimentalmente

infectados com L. (V.) brazliensis e com Leishmania (Leishmania) major;

- Avaliar diferentes esquemas de tratamento utilizando a anfotericina B lipossomal pela via

intraperitoneal em animais infectados com L. (V.) brazliensis;

- Avaliar diferentes esquemas de tratamento utilizando antimoniato de meglumina por via

intralesional em animais infectados com L. (V.) brazliensis;

- Avaliar combinagdes bindrias entre o gel hidrofilico de paromomicina topico, anfotericina B
lipossomal via intraperitoneal e antimoniato de meglumina via intralesional em animais

experimentalmente infectados com L. (V.) brazliensis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ocorréncia das leishmanioses

As leishmanioses afetam principalmente pessoas de baixa renda da Africa, Asia e América
Latina e estdo associadas a desnutri¢do e ao sistema imunoldgico debilitado. Dos cerca de 200
paises e territorios que relatam casos a Organizacdo Mundial da Saade (OMS), 97 sdo
endémicos para as leishmanioses, sendo, 65 endémicos para leishmaniose visceral e
leishmaniose tegumentar, 10 endémicos apenas para leishmaniose visceral e 22 endémicos
apenas para leishmaniose tegumentar. No ano de 2014, mais de 90% dos novos casos de
leishmaniose (visceral e tegumentar) notificados & OMS ocorreram no Brasil, Etiépia, India,

Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2018).

A organiza¢do Mundial da Saide (OMS) estima que ocorram de 600 mil a 1 milhdo de novos
casos de leishmaniose tegumentar a cada ano no mundo, cerca de 95% desses casos ocorrem
nas Ameéricas, na Bacia do Mediterrneo, Oriente Médio e Asia Central. Mais de dois tercos
dos novos casos de leishmaniose tegumentar ocorrem em seis paises: Afeganistdo, Argélia,

Brasil, Colombia, Ird e Siria (WHO, 2018).

Nas Américas, leishmaniose cutdnea e leishmaniose mucosa ocorrem em 20 paises, sendo
endémica em 18 deles. No periodo de 2001 a 2015, foram reportados a Organizagdo Pan-
Americana de Saide/Organizagdo Mundial da Satide (OPAS/OMS), 843.931 casos novos de
leishmaniose cutinea e leishmaniose mucosa, com média de 56.262 casos/ano. Em 2015, foi
registrado decréscimo de 10% de casos em relagdo ao ano de 2014. Neste mesmo ano (2015),
foram registrados 46.086 casos de leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa em 17 dos 18
paises endémicos, sendo 70% deles no Brasil (19.395), Colombia (7.459) e Peru (5.459)
(PAHO/OMS, 2017). De acordo com dados disponiveis no portal eletronico do Departamento
de Informatica do Sistema Unico de Saude - DATASUS, no Brasil, entre 2007-2012, foram
notificados 139.649 casos de leishmaniose tegumentar, com média anual de 27.930 casos.
Destes, cerca de 131 mil foram considerados casos novos (94%), sendo a forma clinica
cutanea predominante em 95% dos casos. Neste mesmo periodo, foram registrados 94 ébitos

(15,7 ébitos/ano) tendo como causa direta a leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2017b).
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3.2 Leishmaniose cutinea

As leishmanioses constituem um grupo de doengas diferentes entre si, que podem
comprometer pele, mucosas e visceras. Sdo causadas por mais de 20 espécies de protozodrios
do género Leishmania, agrupados em dois subgeneros: Leishmania e Viannia. A Leishmania é
um parasita heterogénico, possuindo entdo, hospedeiros vertebrados (humanos, cdes e animais
silvestres) e hospedeiros invertebrados, os insetos dipteros da subfamilia Phlebotominae,
pertencentes os géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Américas). A transmissao
da Leishmania ocorre através da picada da fémea destes insetos, também reconhecidos como

seus vetores e comumente chamados de flebotomineos (LAINSON et al., 1987).

A evolugdo da doenca apos a infecg@o esta associada a espécie de leishmania infectante e aos
determinantes de susceptibilidade do hospedeiro. As leishmanioses sdo classificadas em duas

formas clinicas: a leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar.

A forma visceral, também conhecida como calazar, é a mais grave das leishmanioses,
podendo ser fatal na auséncia de tratamento. Trata-se de uma doenga sistémica cujos
principais orgdos acometidos sdo o bago, figado, linfonodos e medula 6ssea (WHO, 2018).
Essa forma clinica é causada por espécies de Leishmania pertencentes ao complexo
Donovani, sendo Leishmania (Leishmania) donovani presente no Velho Mundo e Leishmania
(Leishmania) infantum no Velho e no Novo Mundo. Por anos, reconheceu-se a espécie
Leishmania (Leishmania) chagasi como responsavel pela leishmaniose visceral nas Américas,

porém, estudos mostraram que esta espécie € geneticamente indistinguivel de Leishmania (L.)

infantum (MAURICIO et al.,1999; DANTAS-TORRES, 2006).

A leishmaniose tegumentar ¢ uma enfermidade polimoérfica da pele e das mucosas, com perfil
de evolugdo cronico. Sao reconhecidas trés formas clinicas principais: leishmaniose cutanea -
caracterizada por lesdes ndo ulceradas ou ulcerosas, indolores tUnicas ou multiplas;
leishmaniose mucosa - caracterizada por lesdes de vias digestivas ou aéreas superiores e
leishmaniose difusa — caracterizada por lesdes nodulares ndo ulceradas, difusas e deformantes.
No Velho Mundo Leishmania (Leishmania) tropica, L. (L.) aethiopica e Leishmania (L.)
major sdo as responsaveis pela infec¢do. Nas Américas, 12 espécies sdo reconhecidas e

dessas, sete ja foram identificadas no Brasil: Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (V.)
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naiffi, Leishmania (V.) lindenberg e Leishmania (V.) shawi com menor ocorréncia de casos,
identificadas nas regides Norte e Nordeste e as de maior relevancia epidemioldgica:
Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) brazliensis ¢ Leishmania (V.) guyanensis
(BRASIL, 2017a).

Dentre as trés leishmanias de importancia nosologica no Brasil, L. (V.) brazliensis esta
amplamente distribuida no pais, é a espécie que mais frequentemente causa leishmaniose
cutdnea e também, a espécie relacionada a forma mucosa. A infec¢do por L. (V.) brazliensis
produz variada morbidade, de pequenas lesdes cutidneas unicas a lesdes multiplas e
desfigurantes, acarretando impacto socioecondmico consideravel, devido ao estigma social e
psicologico, perda de capacidade produtiva, mutilacdes e outras incapacidades. Cota e
colaboradores (2016) mostraram em um estudo de revisdo sistematica que esta espécie possui
taxa de cura espontdnea de aproximadamente 6% e que estudos clinicos com grupos controle

deixados sem tratamento ou tratados com placebo ndo so éticos.

As principais medidas de controle das leishmanioses incluem controle de reservatdrios e
vetores, educacdo em saude, diagndstico precoce e tratamento adequado dos pacientes. Em
relagdo ao tratamento da leishmaniose cutanea, o Ministério da Satde no Brasil recomenda
como medicamento de primeira escolha o antimonial pentavalente. Na auséncia de resposta
satisfatoria, situagdes de toxicidade ou contra-indicagdo formal é recomendo o uso de
anfotericina B lipossomal, desoxicolato de anfotericina B e isetionato de pentamidina

(BRASIL, 2017a).

Os medicamentos recomendados para o tratamento da leishmaniose cutdnea apresentam
efic4cia insatisfatoria, t€ém efeitos adversos frequentes e graves e requerem longos esquemas
de tratamento. Dessa forma, a busca por novas alternativas de tratamento para a leishmaniose
cutanea é uma prioridade destacada pelas organizagdes internacionais e pelo Ministério da

Saude do Brasil.
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3.3 Medicamentos para o tratamento da leishmaniose cutinea

Antimoniais Pentavalentes

Os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram usados pela primeira vez no
tratamento da leishmaniose cutdnea em 1912 por Gaspar Vianna, logo apos o reconhecimento,
em 1904, que os protozoarios do género Leishmania eram os agentes causadores das
leishmanioses (BERMAN et al., 1988). Existem duas diferentes formula¢des de antimoniais
pentavalente (Sb*®) disponiveis comercialmente, o antimoniato de meglumina e o
estibogluconato de sddio. Apenas o antimoniato de meglumina, (Glucantime® - 81 mg/mL -

Sanofi-aventis/Brasil) ¢ comercializado no Brasil.

O antimoniato de meglumina é o medicamento de primeira escolha no tratamento da
leishmaniose cutinea no Brasil. E recomendado para pacientes de todas as regides brasileiras,
exceto pacientes com comorbidade renal, hepatica ou cardiaca, gestantes e pacientes com
idade igual ou maior que 50 anos. Também nédo € indicado para pacientes provenientes da
regido Norte do pais, onde ha ocorréncia de L. (V.) guyanensis, que ndo responde bem ao
tratamento com o antimoniato de meglumina. O Ministério da Satde do Brasil recomenda um
protocolo de tratamento com doses entre 10 mg e 20 mg Sb**/kg/dia, sugerindo-se 15 mg
Sb*°/kg/dia durante 20 dias por via parenteral. O antimoniato de meglumina ¢ considerado um
medicamento altamente toxico; entre varios efeitos adversos graves, os de maior importancia
sdo as alteragdes cardiacas, hepaticas, pancreaticas e/ou renais (BRASIL, 2017a). Além disso,
o uso deste medicamento requer monitoramento ambulatorial constante do paciente, o que

exige recursos técnicos e profissionais treinados.

O uso limitado do antimoniato de meglumina para determinados grupos de pacientes e sua
elevada toxicidade trazem a necessidade de se avaliar novas apresentacdes terapéuticas ou
diferentes propostas de protocolos. Estudos realizados no Rio de Janeiro propdem a redugdo
da dose do antimoniato de meglumina. Em estudo inicial, realizado em 1997, pequeno
niamero de pacientes (n=23) portadores de leishmaniose cutidnea localizada por L. (V.)
brazliensis, foram aleatoriamente agrupados para receber a dose de 20 mg Sb**/kg/dia (n=11)
ou de 5 mg Sb*°/kg/dia (n=12), ambas por 30 dias consecutivos. A dose baixa apresentou

atividade similar a obtida pela dose recomendada pelo Ministério da Saude, 82 e 83%, de



20

epitelizagdo completa das lesdes ao final do tratamento, respectivamente. Os pacientes foram
acompanhados por até sete anos e ndo houve reativagdo ou desenvolvimento de lesdes
mucosas em ambos os grupos durante o acompanhamento (OLIVEIRA-NETO et al., 1997a).
Em estudo mais amplo, também realizado no Rio de Janeiro, pacientes portadores de
leishmaniose cutdnea localizada por L. (V.) brazliensis receberam a dose baixa de
antimoniato de meglumina, 5 mg Sb**/kg/dia por 30 dias consecutivos. Dos 143 pacientes
participantes do estudo, 120 (84%) apresentaram cura até o final do tratamento (OLIVEIRA-
NETO et al., 1997b).

Enquanto no Rio de Janeiro baixa dose do antimoniato de meglumina (5 mg Sb**/kg/dia) se
mostrou eficaz no tratamento da leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) brazliensis,
Romero e colaboradores (2001) mostraram a baixa taxa (51%) de cura em pacientes
portadores dessa mesma espécie, moradores de Corte de Pedras-BA, tratados com o
antimoniato de meglumina na dose de 20 mg/kg/dia durante 20 dias consecutivos. Este
mesmo estudo também apontou que o antimoniato de meglumina foi ineficaz em curar

pacientes do Amazonas infectados com L. (V.) guyanensis (taxa de cura de 26%).

Em termos globais, a taxa de cura com o antimoniato de meglumina para o tratamento da
leishmaniose cutanea causada por L. (V.) brazliensis varia de 71% e 91% (GONZALEZ et al,
2009; REVEIZ et al, 2013). Embora esse medicamento apresente eficacia variavel, seus
efeitos adversos fazem com que o antimoniato de meglumina esteja longe de ser um

tratamento desejavel para a leishmaniose cutanea.

Estudo pré-clinico que avaliou isolados clinicos de pacientes mostrou valores de concentragdo
inibitéria de 50% (Clsg) para o antimoniato de meglumina em ensaio de amastigota
intracelular que variaram de 18,5 pg/mL a 59.8 ug/mL para isolados de L. (V.) brazlienis e
112.4 pg/mL a 146,0 ug/mL para isolados de L. (L.) amazonensis (ZAULI-NASCIMENTO et
al., 2010). Mais recentemente, utilzando modelo in vitro com amastigota intracelular, de
Morais-Teixeira e colaboradores (2014), avaliaram medicamentos leishmanicidas para
isolados de referéncia de diferentes espécies de leishmania de importancia médica no Brasil.
Neste estudo, o antimoniato de meglumina apresentou atividade espécie-dependente para as
espécies L. (V.) brazlienis, L. (L.) amazonensise L. (L.) infantum chagasi com os respectivos

valores de Clsp: 40,2 ng/mL, 166,3 pg/mL e 172,4 ug/mL. Apesar dos autores dos estudos
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citados adotarem diferentes protocolos de avaliacdo e diferentes isolados de leishmanias, os
valores das Clsp foram proximos para as espécies causadoras da leishmaniose cutanea no

Brasil.

Em avaliagdo experimental in vivo em modelo animal infectado com L. (V.) brazliensis, o
antimoniato de meglumina foi avaliado em estudo de dose resposta, mostrando eficacia
clinica em doses elevadas (100 e 200 mg/kg/dia - durante 20 dias consecutivos) a partir de 14

dias do inicio do tratamento (de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015).
Anfotericina B

A anfotericina B ¢ um antibiotico poli€nico produzido por diferentes espécies de
Streptomyces. A atividade leishmanicida foi pela primeira vez demonstrada na década de 50, e
este farmaco passou a ser utilizado para o tratamento das leishmanioses (DONOVLICK et al.,
1956; SAHA et al., 1968). E formulada em suspensao coloidal de desoxicolato sédico
liofilizado de anfotericina B e comercializada no Brasil como Anforicin B® (50 mg -

Cristalia/Brasil).

O Ministério da Satde do Brasil indica o uso do desoxicolato de anfotericina B como
medicamento de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose cutdnea, recomendada
em situacdo de toxicidade ou refratariedade ao tratamento com o antimonial. A dose
preconizada ¢ 0,5 a 1,0 mg/kg/dia, com dose total de 25 a 40 mg/kg, administrada por via
endovenosa por quatro a seis horas, solubilizada em solugdo glicosilada 5%. O tratamento
requer hospitalizagdo e é contraindicada para pacientes com insuficiéncia renal. Dentre seus
afeitos adversos, o comprometimento da fung¢fo renal € considerado o mais grave (BRASIL,

2017a).

No velho Mundo, camundongos Balb/C infectados com L. (L.) major foram tratados com
diferentes formulagdes de anfotericina B (Fungizone®, Albecet®, AmBisome® e Amphocil®)
em doses que variaram de 1 mg/kg a 25 mg/kg durante seis dias. O resultado deste estudo
mostrou que somente o AmBisome® e o Amphocil® levaram a redugéo no tamanho da lesdo

(YARDLEY; CROFT, 2000).
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No Brasil, o desoxicolato de anfotericina B foi avaliado em ensaio de amastigota intracelular
para diferentes espécies de leishmanias, sendo obtidos os seguintes valores de Clso. 0,04
ug/mL para L. (V.) brazilienis, 0,07 pg/mL para L. (L.) amazonensis e 0,04 pg/mL para L.
(L.) infantum chagasi. Nesse estudo ndo foi observada toxicidade das doses avaliadas para
macrofagos murinos baseado na observagcdo morfologicas dessas células (de MORAIS-

TEIXEIRA et al., 2014).

Em ensaio avaliando a combinag@o entre o tamoxifeno e o desoxicolato de anfotericina B para
o tratamento da leishmaniose cutanea causada por L. (V.) amazonensis, o grupo tratado com
anfotericina B em monoterapia na dose de 4 mg/kg/dia (20 doses) foi eficaz em reduzir
tamanho das lesdes e carga parasitaria local. A menor dose avaliada 1,2 mg/kg/dia ndo foi

eficaz (TRINCONI et al., 2014).

Em ensaio multicéntrico realizado no Brasil com portadores de leishmaniose cutdnea causada
por L. (V.) guyanensis, que previa comparar a eficacia ¢ a tolerdncia do antimoniato de
meglumina, isotionato de pentamidina e desoxicolato de anfotericina B, este ultimo braco foi
descontinuado pela recusa dos pacientes ao tratamento, devido a elevada toxicidade (NEVES
et al., 2011). Outro exemplo da toxicidade do desoxicolato de anfoterina B em que houve
descontinuidade do brago devido a toxicidade aconteceu no ensaio clinico LV Brasil. Este
estudo foi realizado para avaliar a eficacia e seguranca do desoxicolado de anfotericina B,
anfotericina B lipossomal e a combinagdo de dose Unica de a anfotericina B lipossomal com
antimoniato de meglumina em comparag¢do ao protocolo padrio do antimoniato de meglumina

para o tratamento de pacientes portadores de leishmaniose visceral (ROMERO et al., 2017).

No final da década de 90, novas formulag¢des lipidicas de anfotecirina B foram desenvolvidas
visando minimizar os efeitos adversos causados pelo desoxicolato de anfotericina B. Nestas
formulagdes, a anfotericina B foi incorporada em lipossomas, levando a menor exposi¢do do
farmaco livre nos orgédos, o que tornou essas formulagdes alternativas atraentes quando
comparadas a formulacdo convencional (desoxicolato de anfotericina B), uma vez que
apresentam maior afinidade pelas células do sistema fagocitico mononuclear, tendendo a se

acumular nos vacuolos parasitoforos das células do parasitadas.
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Um dos primeiros estudos experimentais avaliando as formula¢des lipidicas de anfotericina B
foi realizado no tratamento da leishmaniose visceral em camundongos Balb/C infectados com
L. (L.) donovani. Houve queda significativa de parasitas no bago e figado para todos os
tratamentos, sendo que a eficiéncia global do Amphocil® foi igual a do AmBisome®, que foi
maior do que a do Abelcet®, que por sua vez foi maior que a do Fungizone® (MULLEM et al.,
1997). Yardley e Croft (2000) avaliaram essas mesmas formula¢des em animais infectados
com L. (L.) donovani e L. (L.) major. Para a espécie viscerotropica, todas as formulagoes
avaliadas foram ativas. Fungizone®, AmBisome® e Amphoci1® tiveram efeito similar e
Abelcet® significativamente diferente do AmBisome®. Para a espécie dermotropica,
AmBisome® e Amphocil® reduziram o tamanho da lesio em 40% e 30%, respectivamente
®

quando comparados com o grupo controle e ndo houve recidiva de lesdes. Fungizone™ e

Abelcet® ndo foram ativos em camundongos Balb/C infectados com L. (L.) major.

No Brasil, o Ambisome® ¢ a formulagio lipidica utilizada para o tratamento das
leishmanioses, recomendado o seu uso como medicamento de primeira escolha para pacientes
com 50 anos ou mais, pacientes com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica de qualquer
idade, pacientes transplantados renais, cardiacos ou hepaticos e gestantes de qualquer idade. O
medicamento se apresenta em frasco/ampola contendo 50 mg de anfotericina B lipossomal
liofilizada que € reconstituida em 12 mL de dgua destilada de injegdo; essa solucdo passa a ter
4 mg/mL do farmaco. A dose preconizada € de 2 a 5 mg/kg/dia, até atingir a dose méxima de
25 a 40 mg/kg, por via endovenosa. Febre e tremores ou calafrios sdo os efeitos adversos mais
comuns com a infusdo do medicamento (BRASIL, 2017a). O tratamento com este
medicamento, assim como com o desoxicolato de anfotericina B exige a interna¢do do

paciente, o que agrega maior custo ao tratamento.

No Brasil, a anfotericina B lipossomal estd registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para uso no tratamento da leishmaniose visceral. Ndo existe registro
para uso em leishmaniose tegumentar. Embora a indicacdo da anfotericina B lipossomal para
o tratamento da leishmaniose cutdnea tenha fundamento por experiéncias isoladas e relatos de
casos, ela ¢ pouco documentada por ensaios clinicos controlados, havendo dessa forma,
necessidade de avaliagdes que subsidiem o amplo uso da anfotericina B lipossonal no

tratamento desta forma da doenga.
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Dois estudos independentes avaliaram a anfotericina B lipossomal em pacientes que visitaram
a Bolivia (n = 7) ou residiam neste pais (n = 34 - estudo prospectivo observacional, ndo cego)
portadores de leishmaniose cutanea causada por L. (V.) brazliensis. Em ambos estudos, os
pacientes foram tratados com 3 mg/kg/dia via endovenosa, durante cinco dias consecutivos e
receberam a sexta dose no 10° dia. Dos sete pacientes que visitaram a Bolivia, cinco haviam
falhado na resposta ao tratamento com o estibogluconato de sédio ¢ 100% responderam ao
tratamento com a anfotericina B lipossonal em menos de um més, com efeitos colaterais
brandos. O seguimento pos tratamento por 12 meses nao revelou recidivas (SOLOMOM et
al., 2007). Dos pacientes bolivianos tratados com a anfotericina B lipossomal, 85% foram
curados versus 70% que foram tratados com o estibogluconato de sédio. A taxa de falha
terapéutica foi de 3% para o tratamento com a anfotericina B lipossomal e de 25% para o
tratamento com o estibogluconato de sédio. O tratamento com antimonio foi interrompido em
65% dos pacientes devido a efeitos adversos, ndo tendo havido nenhuma interrupcio de

tratamento entre os pacientes tratados com a anfotericina B (SOLOMOM et al., 2013).

A eficacia da anfotericina B lipossomal foi avaliada em pequeno ntimero de pacientes (n=19)
portadores de leishmaniose cutdnea causada por diferentes espécies: Leishmania (L. (L.)
major, L. (L.) tropica, L. (V.) brazliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis) e 84%
tiveram cura com o tratamento inicial de anfotericina B lipossomal no esquema de 3
mg/kg/dia em 10 doses, durante 21 dias. A toxicidade renal moderada ocorreu em 45% dos

pacientes (WOTMANN et al., 2010).

No Brasil, estudo retrospectivo foi realizado em S3o Paulo, com apenas oito pacientes
diagnosticados com leishmaniose mucosa e com contraindicagdo ao antimoniato de
meglumina. Os pacientes foram tratados com doses de 3 a 5 mg/kg/dia de anfotericina B
lipossomal, por 14 a 40 dias. Todos os pacientes apresentaram cura clinica (AMATO et al.,
2011). Outro estudo utilizado a anfotericina B lipossomal foi realizado também em S&o Paulo
com 16 pacientes portadores de leishmaniose mucosa e contraindicacdo ao antimoniato de
meglumina, pentamidina e desoxicolado de anfotericina B. Os pacientes receberam doses de
anfotericina B lipossomal que variaram de 1,2 a 4,5 mg/kg/dia, por 4 a 40 dias. A taxa de cura

foi de 88% (ROCIO et al., 2014).
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Em mais um estudo retrospectivo realizado em Sao Paulo, a anfotericina B lipossomal foi
avaliada em 29 pacientes portadores de leishmaniose mucosa, possivelmente causada por L.
(V.) brazliensis, com contraindicacdo ao antimoniato de meglumina e ao desoxicolado de
anfotericina B. A dose acumulada administrada foi de 32,5 mg/kg. A cura completa foi obtida

em 93% dos pacientes (CUNHA et al., 2015).

Em Brasilia-DF, foi desenvolvido um estudo piloto com o intuito de identificar a menor dose
de anfotericina B lipossomal que promovesse percentual de cura clinica semelhante ao
antimoniato de meglumina. Pacientes portadores de leishmaniose cutdnea foram agrupados
aleatoriamente em dois bracos de estudo clinico: anfotericina B lipossomal (n=16) na dose de
1,5 mg/kg/dia, por 5 dias e antimoniato de meglumina (n=19) na dose de 20 mg/kg/dia, por 20
dias. O grupo de pacientes tratados com anfotericina B lipossomal apresentou 50% de cura e o
grupo de pacientes que recebeu o antimoniato de meglumina apresentou 100% de cura. No
entanto, os pacientes desse ultimo grupo apresentaram mais efeitos adversos do que os

pacientes do grupo tratado com a anfotericina B lipossomal (MOTA; SAMPAIO, 2012).

Em Corte de Pedra-BA, 20 pacientes foram tratados com anfotericina B lipossomal em doses
totais que variaram de 17 a 37 mg/kg, por periodo de sete a 14 dias. A cura clinica foi obtida
em 70% dos pacientes, contudo, no quarto més apds o fim do tratamento, um paciente

apresentou recidiva e o percentual de cura passou a ser de 65% (MACHADO et al., 2015).

Apesar dos ensaios clinicos realizados no Brasil avaliarem a anfotericina B lipossomal em
estudos ndo controlados e em pequeno nimero de pacientes, o medicamento parece ter
atividade contra as espécies de Leishmania que ocorrem no pais. Nenhum estudo controlado,
randomizado foi realizado no Brasil, havendo, portanto, a necessidade de realizacdo desse tipo

de estudo.

Isotionato de Pentamidina

A pentamidina, uma diamidina aromadtica, com potencial antimicrobiano, foi sintetizada como
farmaco hipogliceminante e teve sua atividade leishmanicida demonstrada (ROBERT;

BRIGGAMAN, 1977; BALANA-FOUCE et al., 1998).
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E apresentada como isotionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina em ampola
contendo 300 mg do sal. O Ministério da Saide do Brasil preconiza seu uso como
medicamento de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose cutanea localiza causada
por L. (V.) guyanensis e como medicamento de segunda escolha para as demais formas
clinicas de leishmaniose tegumentar. A pentamidina ndo ¢ recomendada para pacientes com
comorbidade renal, hepatica ou cardiaca, diabéticos, gestantes, lactantes e criangcas menores
de um ano. O protocolo de tratamento varia de trés a dez doses de 3 a 4 mg/kg/dia, em dias

alternados e pode ser realizado por via intramuscular ou endovenosa (BRASIL, 2017a).

O principal medicamento utilizado no tratamento das leishmanioses no Brasil, o antimoniato
de meglumina, se mostrou ineficaz no tratamento de pacientes com leishmaniose cutdnea
localizada causada por L. (V.) guyanensis em quatro municipios do Estado do Amazonas. A
taxa de cura com este medicamento foi de 26% (ROMERO et al., 2001). Entretanto, atividade
maior com o tratamento com pentamidina foi observada em um ensaio clinico multicéntrico
envolvendo pacientes de Manaus-AM, Brasilia-DF, Corte de Pedra-BA e Ribeirdo Preto-SP,
em um estudo que comparou a eficacia e a tolerancia do antimoniato de meglumina,
isotionato de pentamidina e desoxicolato de anfotericina B no tratamento de pacientes
portadores de leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) guyanensis. Em Manaus, 185
pacientes participaram do estudo e foram agrupados aleatoriamente em trés bragos:
antimoniato de meglumina (n=74) administrado em dose de 15 Sb*°mg/kg/dia por 20 dias,
isotionato de pentamidica (n=74) receberam trés doses de 4 mg/kg/dia administrados em 72h,
e desoxicolato de anfotericina B (n=37) tratados com 1 mg/kg/dia por 20 dias. Seis meses
apos o tratamento, a eficacia foi de 58% e 55% para isotionato de pentamidina e antimoniato
de meglumina, respectivamente. Vinte e oito pacientes (75%) do grupo de desoxicolato de
anfotericina se recusaram a continuar participando do estudo e esse brago foi descontinuado

(NEVES et al., 2011).

Outro ensaio clinico realizado em Manaus-AM foi conduzido com pequeno numero de
pacientes (n=20) portadores de leishmaniose cutanea causada por L. (V.) guyanensis, com o
intuito de avaliar a eficacia do uso do isotionato de pentamidina em dose unica (7 mg/kg).
Cura completa das lesdes foi observada em 55% dos pacientes seis meses apds o tratamento

(GADELHA et al., 2015).
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Para outros paises da América do Sul (Colombia, Guiana Francesa, Suriname), as taxas de
cura com a pentamidina, avaliada em diferentes protocolos, variaram de 48% a 96% (SOTO

etal., 1994; ROBLEDO et al., 2006; ROUSSEL et al., 2006; HU et al., 2015).

Miltefosina

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) é uma alquilfosfocolina, desenvolvida originalmente como
agente antineoplasico, sendo incorporada em formulag¢des de uso topico no tratamento de
metastases cutineas do cancer de mama. Na década de 80, sua atividade leishmanicida foi
demonstrada contra espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose visceral
(HERRMANN et al., 1982; ACHTERBERG et al., 1987; CROFT et al., 1987).
Posteriormente, Escobar e colaboradores, (2002) demonstraram a eficacia desse medicamento
em estudo in vitro, ndo somente para L. (L.) donovani, mas também para espécies causadoras
da forma cutanea da doenga (L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (L.) mexicana
e L. (V.) panamensis) (ESCOBAR et al., 2002). Pacientes do Velho Mundo portadores de
leishmaniose cutanea por L. (L.) major apresentaram taxa de cura de 93% com o tratamento

por miltefosina (MOHEBALLI et al., 2007).

Na Colombia, a eficacia da miltefosina foi avaliada em estudo clinico, fase I/II, aberto. Os
pacientes tratados com doses altas (133-150 mg/kg/dia) apresentaram taxa de cura de 94%,
enquanto os pacientes tratados com doses menores (50-100 mg/kg/dia) apresentaram menor
taxa de cura (66%) (SOTO et al., 2001). Ainda na Colombia, onde L. (L.) panamensis ¢ a
principal espécie prevalente, o esquema de 2,5 mg/kg/dia por 28 dias resultou em taxa de cura
de 91%, comparada com 38% no grupo placebo. Ja na Guatemala, onde predominam L. (L.)
brazliensis e L. (L.) mexicana, foram encontradas taxas de cura de 53% no grupo tratado e
21% no grupo placebo (SOTO et al., 2004). Entretanto, em pacientes colombianos, maiores
taxas de cura, de 85%, 88% e 82% foram obtidas, respectivamente, apos 2, 4 ¢ 6 meses do
tratamento da leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) brazliensis (SOTO; BERMAN,
2006).

Na Bolivia, a eficacia da miltefosina na dose de 2,5 mg/kg/dia, por 28 dias, foi comparada a
do antimdnio, na dose de 20 mg Sb**/kg/dia, por 20 dias, no tratamento da leishmaniose

cutanea causada por L. (V.) brazliensis em pacientes maiores de 12 anos. A taxa de cura foi
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de 88% para os pacientes tratados com miltefosina ¢ 94% para aqueles tratados com

antimoniato de meglumina, apos seis meses de seguimento (SOTO et al., 2008).

Vélez e colaboradores (2010) conduziram um ensaio clinico randomizado na Colombia. Um
grupo de pacientes recebeu miltefosina em capsulas de 50 mg, trés vezes ao dia, por 28 dias
(dose diaria maxima de 150 mg e dose total por paciente de 4.200 mg) e apresentou eficacia
de 70% na analise “por protocolo” e de 59% na andlise por “intencdo de tratar”. Outro grupo
de pacientes tratados com antimoniato de meglumina, na dose de 20mg Sb**/kg/dia, por 20
dias, apresentou eficacia de 85%, “por protocolo”, e de 72%, pela “intengdo de tratar”

(VELEZ et al.,2010).

Dois outros estudos clinicos avaliaram a eficacia da miltefosina em criangas, na Colombia. No
primeiro, um estudo randomizado, fase III, aberto, foi conduzido em trés localidades onde L.
(V.) panamensis ¢ L. (V.) guyanensis sdo prevalentes. A taxa de cura pela analise “ por
intengdo de tratar” foi de 83% (1.8 mg a 2,5 mg/kg/dia, durante 28 dias). Neste mesmo
estudo, o antimoniato de meglumina (20 mg/kg/dia, por 20 dias) foi administrado a outro
grupo de pacientes, como controle de tratamento, e a taxa de cura, pela mesma andlise, foi de
69% (RUBIANO et al., 2017). O segundo estudo clinico de fase IV aberto foi conduzido com
a finalidade de determinar a farmacocinética da miltefosina administrada em 30 criangas e 30
adultos com leishmaniose cutdnea na dose de 1,8 a 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias. A cura
definitiva (6 meses ap0ds o término do tratamento) foi alcancada em 100% dos adultos (28/28)
e em 83% das criangas (24/29). Apesar da maior frequéncia de falha terapéutica em criangas,
essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa. A andlise demonstrou que as
concentracdes plasmaticas e intracelulares de miltefosina, curva-concentragdo tempo e
concentragdo maxima, foi significativamente menor em criangas, o que indica uma possivel

necessidade de tratamento diferenciado para essas popula¢des (CASTRO et al., 2017).

A miltefosina foi investigada em estudos realizados na Bolivia e Argentina para o tratamento
da leishmaniose mucosa. Pacientes bolivianos, portadores de leishmaniose mucosa foram
tratados com dose de 2,5 mg/kg/dia, por 4 semanas apresentaram taxa de cura de 71% em
seguimento de 12 meses (SOTO et al., 2009). Na Argentina, os pacientes foram agrupados em
dois bragos, os tratados com miltefosina (n=8) nas doses de 2,5 a 3,3 mg/kg/dia (dose maxima

150 mg/dia), durante 28 a 35 dias e, os tratados com antimoniato de meglumina (n=10), na
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dose de 10 a 20 mg Sb**/kg/dia (dose méxima de 850 mg/dia), durante 28 a 35 dias. A taxa de
cura foi de 63% e a melhora clinica foi de 88% para o grupo de pacientes tratados com
miltefosina, sendo que apenas um paciente apresentou falha terapéutica. Para o grupo tratado
com o antimoniato de meglumina, a taxa de cura foi de 50% e a melhora clinica foi de 80%.
Com o pequeno nimero de pacientes avaliados, ndo houve diferenga estatistica significativa
entre o tratamento da miltefosina e do antimoniato de meglumina (GARCIA-BUSTOS et al.,

2014a).

No Brasil, a miltefosina ndo possui registro e ndo é comercializada para o tratamento de
leishmaniose cutanea. Em novembro de 2016, a CONITEC (Comissdo Nacional de
Incorporagdo de Tecnologias no SUS) divulgou um relatério de recomendagdo do uso da
miltefosina no tratamento da leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2016). No entanto, o
Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar publicado no inicio do ano de 2017, ndo
apresentou nenhuma recomendacéo para o uso da miltefosina no tratamento da leishmaniose
cutanea (BRASIL, 2017a). Em 2016, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), autorizou o uso da miltefosina (Milteforan®) para o tratamento de cdes infectados

com leishmaniose visceral canina sob a seguinte condigdo:

“Em conformidade com a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) deferiu o registro do
farmaco Miltefosing, utilizado para o tratamento de cées com leishmaniose visceral
canina (LVC). Em consonancia com a Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de
julho de 2008, que regulamenta o tratamento de c&es, e proibe o tratamento da
leishmaniose viscera (LV) com produtos de uso humano ou n&o registrados no
MAPA, o tratamento de cies com LVC com o referido medicamento passa a ser
uma possibilidade legal”.

Em ensaio de amastigota intracelular para as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) brazlienis,
L. (V.) guyanensis, L. (L.) infantum chagasi e L. (L.) donovani, as espécies do Novo Mundo
mostraram sensibilidade ao medicamento com valores de ICsg que variaram de 1,31 pg/mL a
2,20 pg/mL. Outro achado do estudo foi que a miltefosina foi 20 vezes mais ativa para a
espécie causadora da leishmaniose visceral do Velho Mundo (0,09 ug/mL) do que para a
causadora da leishmaniose visceral no Novo Mundo (1,82 pg/mL) (de MORAIS-TEIXEIRA
etal., 2011).

No Brasil, identificou-se estudo registrado no Clinical Trials (NCT00378495), iniciado em

setembro de 2006 e finalizado em outubro de 2007, que avaliou o tratamento com mitefosina
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(2,5 mg/kg/dia x 28 dias) em pacientes (adultos e criangas) com leishmaniose visceral
(CLINICAL TRIALS 2018). Os resultados deste estudo ndo foram disponibilizados, mas sabe-
se que a miltefosina ndo foi eficaz no controle da doenga com o protocolo de tratamento
adotado, curando apenas 42% dos pacientes tratados por 28 dias e 67% dos pacientes tratados
por 42 dias (informagdo verbal Reynaldo Dietze, Universidade Federal do Espirito Santo:
Nucleo de Doengas Infecciosas). Outro estudo, de analise protedmica avaliando isolados de L.
(L.) infantum chagasi isoladas de pacientes que foram tratados com a miltefosina, identificou
que diferentes proteinas de expressao estdo possivelmente envolvidas na resisténcia natural ao

medicamento no Brasil (CARNIELLI et al., 2014).

A miltefosina foi avaliada em ensaio de dose resposta em animais experimentalmente
infectados com L. (L.) amazonensis nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg/dia durante 5 dias no
periodo de duas semanas. Somente a maior dose avaliada foi eficaz em reduzir parasitas
viaveis na lesdo (AGUIAR et al., 2010). Em outro estudo experimental in vivo, a eficacia da
miltefosina também foi avaliada em animais infectados L. (L.) amazonensis. Camundongos
infectados foram tratados em diferentes tempos (a partir do 5° ou 40° dias apds a infecg¢do)
com 16 mg/kg/dia de miltefosina ou 100 Sb*® mg/kg/dia de antimoniato de meglumina. A
miltefosina foi mais eficaz do que o antimoniato de meglumina em diminuir o tamanho das
lesdes e em reduzir a carga parasitaria local (lesdo), no baco e no figado (GARCIA-BUSTOS
et al., 2014b). Em outro estudo, animais infectados com L. (L.) amazonensis foram tratados
com miltefosina (200 mg/kg/dia) em monoterapia e com a combinagdo de miltefosina (200
mg/kg/dia) e pentoxifilina (8 mg/kg/dia) durante 12 dias. Na avaliagdo de redu¢do do tamanho
da lesdo, a miltefosina em monoterapia foi tdo eficaz quanto a combina¢do de miltefosina e

pentoxifilina (SANTAREM et al., 2014).

Coelho e colaboradores (2014) avaliaram a miltefosina em ensaios in vitro e in vivo, em dois
isolados de L. (L.) amazonensis: isolado referéncia e isolado de paciente portador de
leishmaniose cutanea difusa. Os resultados in vitro mostraram que o isolado de paciente foi
menos susceptivel a miltefosina do que o isolado referéncia. Na avaliagdo in vivo, a
miltefosina (13 mg/kg/dia durante 15 consecutivos) foi eficaz no tratamento de camundongos
Balb/C infectados com os dois isolados. De acordo com os autores, esses dados mostram a

dificuldade em estabelecer correlagdo entre a susceptibilidade in vitro e a resposta ao
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tratamento in vivo, mas que o estudo também foi importante para evidenciar a eficacia

leishmanicida da miltefosina para L. (L.) amazonensis.

Em Corte de Pedra-BA, a atividade e a seguranga da miltefosina foram avaliadas em 90
pacientes com leishmaniose cutdnea caudada por L. (V.) brazliensis em compara¢do ao
tratamento padrdo com o antimoniato de meglumina. Os pacientes foram agrupados em dois
bragos: miltefosina (n=60) administrada na dose de 2,5 mg/kg/dia, por 28 dias e antimoniato
de meglumina (n=30) administrado na dose de 20 mg/kg/dia, por 20 dias. Seis meses apds o
fim do tratamento, a taxa de cura foi de 75% para o grupo tratado com a miltefosina e 53%
para o grupo tratado com o antimonio. A incidéncia de eventos adversos foi semelhante para

os dois grupos de tratamento (MACHADO et al., 2010).

A eficacia da miltefosina ndo foi tdo satisfatéria em estudo pré-clinico quanto o estudo clinico
citado anteriormente para leishmaniose cutanea causada por L. (V.) brazliensis. No curso de
um estudo experimental, para definicdo da dose a ser usada em combinagdo com outros
medicamentos leishmanicidas, a miltefosina foi avaliada em ensaio de dose resposta nas doses
de 5, 10 ou 25 mg/kg/dia em 10 dias alternados por 20 dias em hamsters infectados com L.
(V.) brazliensis. Na resposta clinica, nenhuma das doses avaliadas levou a redugdo
significativa do tamanho das lesdes. Quanto a avaliagdo parasitologica, ndo houve reducdo do
nimero de parasitas no local da infec¢éo (lesdo) em animais tratados com miltefosina a 5, 10
ou 25 mg/kg/dia em comparagdo com o grupo controle. No entanto, a dose de 25 mg/kg/dia
foi eficaz em reduzir o numero de parasitas no bago dos animais quando comparado com o

grupo controle sem tratamento (de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015).

Em Manaus-AM, a eficicia da miltefosina foi avaliada em pacientes portadores de
leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) guyanensis. Os pacientes foram divididos em dois
grupos: miltefosina (n=60) administrada na dose de 2,5 mg/kg/dia, por 28 dias e antimoniato
de meglumina (n=30) administrado em dose de 15 a 20 mg/kg/dia, por 20 dias. As taxas de
cura foram de 71% para o grupo tratado com miltefosina e 54% para o grupo tratado com
antimonio. Os efeitos adversos da miltefosina mais frequentes foram vOmito, nauseas e
diarreia (CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011). Outros ensaios clinicos estdo atualmente em
andamento no Brasil (Brasilia-DF - NCT 01377974 e¢ Bahia - NCT 02530697) para a
avaliagdo da miltefosina em fase de recrutamento de pacientes (CLINICAL TRIALS 2018).
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De modo geral, os ensaios clinicos e pré-clinicos realizados no Brasil mostraram a eficacia da

miltefosina no tratamento da leishmaniose cutanea.

Antimonial Pentavalente Intralesional

O uso do antimoniato de meglumina, Glucantime® administrado por via intralesional foi
recentemente introduzido nas recomendagdes do Ministério da Saiude do Brasil, como o
esquema de primeira escolha, para o tratamento da leishmaniose cutanea localizada, com
lesdo tnica de até 3 cm no seu maior didmetro. O protocolo de tratamento é de uma a trés
aplicagdes de aproximadamente 5 mL por sessdo, com o intervalo entre as aplicacdes de 15
dias (BRASIL, 2017a). Essa abordagem terapéutica se destaca pela via de aplicagdo local, o
que reduz a toxicidade desse tratamento. Além disso, este procedimento ndo exige

investimento em equipamentos ou hospitalizacdo dos pacientes.

A experiéncia com a infiltragdo intralesional com o antimoniato de meglumina (Glucantime®)
ou o estibogluconato de sodio (Pentostan®) vem se acumulando ha décadas no Velho Mundo
e nas Américas. Recentemente (2017), a eficacia da infiltragdo intralesional com antimoniais
pentavalentes para o tratamento da leishmaniose cutdnea foi demonstrada em trabalho de
revisdo sistematica, no qual 40 estudos globais foram avaliados. No Velho Mundo, os ensaios
clinicos aconteceram em 12 paises (Afeganistdo, Ira, Turquia, Sri Lanka, Israel, [ndia, Libia,
Marrocos, Tunisia, Ardbia Saudita, Emirados Arabes e Siria) ¢ a eficacia global foi de 75%.
As taxas de cura foram significativamente maiores com uso do estibogluconato de so6dio na
inflitragdo intralesional (83%), em relagdo ao antimoniato de meglumina (68%). No Novo
Mundo, estudos foram realizados na Bolivia, Brasil e Venezuela e mostraram eficacia global
de 77%. Desses, em seis estudos o antimoniato de meglumina apresentou eficicia de 82% e
em outros dois estudos o estibogluconato de sddio apresentou eficacia de 61%. O antimoniato
de meglumina foi significativamente mais eficaz do que o estibogluconato de s6dio na terapia
intralesional nas Américas; o contrario ocorreu no Velho Mundo (BRITO, COTA E

RABELLO, 2017)

No Brasil, Gadelha e colaboradores (1990), avaliaram inje¢des intralesionais de antimoniato
de meglumina no tratamento de pacientes (n=60) portadores de leishmaniose cutdnea causada

por L. (V.) guyanensis. A cura clinica foi observada em 94% dos casos, tratados com trés a
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dez aplicagdes semanais de 0,5 a 10 mL por lesdo. Os autores destacaram a eficacia deste
método, que pode ser empregado em gestantes a partir do 3° més, em pacientes com
insuficiéncia renal, hepatica ou cardiaca, ou outra situacdo onde exista contraindicagdes a

medicamentos de uso sistémico.

Em outro estudo realizado na década de 90, no Rio de Janeiro - Brasil, o antimoniato de
meglumina intralesional foi avaliado em pacientes (n=74) portadores de leishmanioses
cutdnea localizada causada por L. (V.) brasiliensis. O protocolo de tratamento foi realizado
em quatro aplicag¢des, seguindo os pontos cardiais, para obter entumesciemento completo da
lesdo e a quantidade de medicamento variou de acordo com o tamanho de cada lesdo. Os
pacientes foram avaliados 15 dias apds a infiltracdo e caso ndo houvesse de melhora, outra
infiltragdo era realizada. Apds 12 semanas, 80% (59/74) dos pacientes foram curados. Os
autores acompanharam os pacientes por 10 anos e ndo foram observadas recidivas ou

desenvolvimento de lesdes mucosas (OLIVEIRA-NETO et al., 1997¢).

Outro ensaio clinico conduzido no Rio de Janeiro - Brasil, em 24 pacientes que apresentavam
contraindicacdo a medicamentos sistémicos, a eficacia e a seguranca do antimoniato de
meglumina intralesional foi avaliada. O protocolo de tratamento consistiu de uma a quatro
infiltragdes intralesionais, em intervalos de 15 dias. A taxa de cura ao final de 12 meses foi de
83% (20/24). Quatro pacientes precisaram receber tratamento adicional (trés com anfotericina
B e um com antimoniato de meglumina sistémico) para que houvesse a cura completa das
lesdes. O antimoniato de meglumina intralesional ndo demonstrou toxicidade relevante, tnico
efeito adverso relatado foi dor no local das infiltragdes. Em acompanhamento de 60 meses

ndo houve recidivas (VASCONCELHOS et al., 2012).

Silva e colaboradores (2016) realizaram estudo retrospectivo com base em registros clinicos
de pacientes atendidos no Centro de Referéncia em Leishmaniose do Instituto René
Rachou/Fiocruz em Belo Horizonte - MG. Foram incluidos na andlise, os casos de pacientes
(n=31) diagnosticados com leishmaniose cutdnea que se submeteram ao tratamento com
antimoniato de meglumina intralesional, de janeiro 2008 a dezembro de 2013. Em 22
pacientes (71%), o tratamento com o antimoniato de meglumina intralesional foi indicado
devido a presen¢a de contraindicagdes ao antimoniato de meglumina sistémico. O tratamento

consistiu em uma a seis infiltragdes por periodo de até 12 semanas. A taxa de cura inicial (3
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meses) foi de 71% e para cura definitiva de 68% (apos seis meses). Desconforto leve durante

a infiltracdo foi relatado pela maioria dos pacientes.

Mais recente, um ensaio clinico, aberto, brago unico, fase II/III foi conduzido no Instituto
René Rachou/Fiocruz, em Belo Horizonte - MG com o objetivo de avaliar eficacia e
seguranga do uso do antimoniato de meglumina intralesional no tratamento da leishmaniose
cutanea localizada. O protocolo de tratamento desse estudo seguiu metodologia validada por
Silva e colaboradores (2017). Os pacientes receberam infiltragdo intralesional de antimoniato
de meglumina com frequéncia semanal até cicatrizacdo completa da lesdo ou o maximo de
oito infiltragcdes. A taxa de cura dos pacientes aos 45 dias foi de 53% e aos 90 dias de 87%

(RAMALHO, 2017).
Paromomicina

A paromomicina ¢ um antibidtico da classe dos aminoglicosideos, isolado pela primeira vez
em 1956, sendo produzido pelo Streptomyces rimosus, subespécie paromomycinus
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008). E comercializada em duas apresentagdes o
Paramomycin®, (Gland Pharma Ltd, India) e o Leshcutan® (Teva Pharmceutical Industries

Ltd., Israel).

A paromomicina tem sido avaliada para o tratamento da leishmaniose cutanea, principalmente
no Velho Mundo, e sua possibilidade de aplicagdo topica € considerada ideal pela facilidade
de administragdo e baixa frequéncia de efeitos adversos. (BERMAN., 2005; CARNEIRO et
al., 2012). Os primeiros estudos que avaliaram a atividade da paromomicina em Leishmania
spp. foram conduzidos na década de 1960 (NEAL et al., 1968) para a espécie L. (L.) tropica,
com resultados promissores. Na década de 80, foram realizados novos estudos in vitro e in
vivo. Entre os resultados, destaca-se a eficacia de uma pomada contendo 15% de
paromomicina + 12% de cloreto de metil-benzetdnio para infec¢des por L. (L.) major e L. (L.)
mexicana (EL-ON; GREENBLATT 1983; EL-ON et al.,, 1984; EL-ON; JACOBS;
WEINRAUCH, 1988; CARTER; ALEXANDER et al., 1989).

Em 1994, Neal e colaboradores avaliaram a atividade in vivo de uma nova associagdo de

paromomicina (15%) com uréia (10%). A substitui¢do do cloreto de metil-benzetdnio por
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ureia se deu pela ocorréncia de reacdo inflamatéria e desconforto, relatados nos estudos
anteriores. O resultado da nova associa¢do foi eficaz e ndo irritante em animais infectados
com L. (L) major (NEAL et al., 1994). Em outro estudo, a eficacia da associagdo
paromomicina (15%) /gentamicina (0,5%) foi maior do que a apresentada por paromomicina
(15%) /cloreto de metil-benzetdnio (12%). Essa nova proposta de formulagdo foi capaz de
promover e curar 100% dos animais infectados com L. (L.) major e manté-los sem recidivas

por 70 dias (GROL et al., 1999).

Os primeiros estudos clinicos que avaliaram formulag¢des topicas de paromomicina foram
realizados no Velho Mundo. Um estudo randomizado, duplo-cego com 39 pacientes
portadores de leishmaniose cutanea causada por L. (L.) major foi conduzido para avaliar uma
pomada de paromomicina (15%) e cloreto de metil-benzetonio (12 ou 15%). Os pacientes
foram tratados duas vezes ao dia, durante 10 ou 20 dias. A taxa de cura foi de 74%, no
entanto, o cloreto de metil-benzetonio causava reacdes locais como inflamagdo, sensagdo de
queimagdo e dor no local da aplicagdo. Assim, outra formulagdo foi desenvolvida e o cloreto
de metil-benzetonio foi substituido por ureia (10%). Vinte e sete pacientes receberam o
tratamento por 12 semanas e a taxa de cura foi de 85% (EL-ON et al., 1992; BRYCESON et
al., 1994).

No Novo Mundo, a pomada de paromomicina (15%) e cloreto de metil-benzetonio (12%) foi
avaliada em Belize, onde as espécies causadoras de leishmaniose cutdnea mais comum séo L.
(V.) braziliensise L. (L.) mexicana. Foram tratados 53 pacientes, por 14 a 21 dias, com taxa
de cura de 74% (WEINRAUCH et al., 1993). Esta mesma formulac¢do, quando avaliada no
Equador em 52 pacientes, mostrou taxa de cura de 72% apds 50 dias, 90% apds 100 dias e 9%
dos pacientes apresentaram cura espontanea, apds 50 dias (KRAUSE et al., 1994). Na
Guatemala, a pomada de paromomicina (15%) e cloreto de metil-benzetonio (12%) foi
aplicada duas vezes ao dia por 20 dias em 35 pacientes possivelmente infectados com L. (V.)
brazliensis ou L. (L.) mexicana. A taxa de cura, foi de 86%, ap6s 12 meses (ARANA et al.,
2001).

Mais recentemente, a formulagdo WR 279.396, desenvolvida pelo Centro Médico Militar
Walter Reed, Estados Unidos da América (Walter Reed National Military Medical Center)

sendo estudada em ensaios clinicos de fase II e III no Velho Mundo e na América Latina.
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Trata-se de um creme para tratamento topico da leishamniose cutdnea, contendo 15% de
paromomicina ¢ 0,5% de gentamina. Na analise por “inten¢do de tratar” em um dos estudos,
94% dos pacientes do Velho Mundo tiveram cura clinica completa. Em outros locais, a taxa
de cura variou de 87% (Panama) a 81% (Tunisia) (BEM SALAH et al., 2009; RAVIS et al.,
2013; NESTOR et al., 2013; BEM SALAH et al., 2013).

No Brasil, uma formulagdo tépica hidrofilica, composta por gel de hidroxietilcelulose
contendo paromomicina (10%) desenvolvida por pesquisadores da UFMG foi efetiva no
tratamento de camundongos infectados com L. (L.) major e L. (L.) amazonensis ¢ hamsters
infectados com L. (V.) brazliensis (AGUIAR et al., 2010; AGUIAR et al. 2009; MUSSI et
al., 2007; GONCALVES et al., 2005). Essa formulacdo foi também avaliada em ensaio
clinico aberto ndo controlado, o Gnico no pais, em poucos pacientes possivelmente infectados
com L. (V.) brazliensis e que apresentaram contraindica¢do ao tratamento com antimdnio
pentavalente. Este estudo ocorreu em Corte de Pedras, na Bahia, onde a resposta ao
tratamento sistémico com antimoniato de meglumina ¢ de 51% (ROMERO et al., 2001). Dos
14 pacientes que chegaram ao final do estudo, a taxa de cura completa com 20 dias de
aplicagdo foi de 21% (3/14) e a de melhora clinica foi de 50% (7/14). Entretanto,
prolongando-se o tratamento os resultados foram satisfatdrios, com 72% de cura (SANTOS et

al., 2008).

Os resultados promissores obtidos nos ensaios pré-clinicos e clinico do gel hidrofilico de
paromomicina encorajaram a producdo nacional desse medicamento. Em 2012, foi firmado
um acordo de transferéncia de tecnologia da formulagdo do gel hidrofilico de paromomicina
entre a UFMG e industria farmacéutica da Fiocruz (Farmanguinhos). Atualmente, estd em
andamento, um projeto financiado pelo Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico e
Social (BNDES) e Fiocruz, que tem como objetivo o desenvolvimento industrial do gel
hidrofilico de paromomicina e sua avaliagdo em estudos clinicos fase II e III. A previsdo é que
nos préoximos anos, a formulagdo para uso topico de paromomicina possa ser produzida por

Farmanguinhos-Fiocruz e compor o arsenal terapéutico da leishmaniose cutanea.
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3.4 Combinac¢ao de medicamentos

A préatica da combinagdo de medicamentos pode contribuir para aumentar eficacia, reduzir a
frequéncia de efeitos adversos e evitar e/ou adiar o surgimento de resisténcia. Essas interacdes
medicamentosas sdo empregadas com sucesso para o tratamento de doencas infecto-
parasitarias, como por exemplo, para a malaria, tuberculose e AIDS (GRIENSVEN et al.,
2010). Para as leishmanioses, estudos experimentais in vitro e in vivo realizados com espécies
causadoras de leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea tém demonstrado vantagens da
combinacdo de firmacos e sugerido esta estratégia para a terapéutica clinica dessas doencgas
(SEIFERT; CROFT, 2006; AGUIAR et al., 2009; AGUIAR et al., 2010; SEIFERT et al.,
2011; MESQUITA; TEMPONE, REIMAO, 2014; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2014;
TRINCONI et al., 2014; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015; TRINCONI et al., 2016).

Ensaios clinicos também ja avaliaram a combina¢@o de medicamentos para o tratamento da
leishmaniose cutdnea. No Velho Mundo, mais precisamente no Ird, onde L. (L.) major é
prevalente, em estudo clinico, randomizado, controlado, a combina¢do do antimoniato de
meglumina (20 mg/kg/dia) com pentoxifilina foi avaliada em 64 pacientes. Cura completa foi
registrada em 81% dos pacientes tratados com a combinacio e 52% para os pacientes tratados
com o medicamento controle (antimoniato de meglumina), com diferenca estatisticamente
significativa. N&o foi registrado efeito adverso no tratamento com a pentoxifilina

(SADEGHIAN et al., 2006).

No Brasil, estudos que avaliaram a paromomicina combinada com medicamentos
leishmanicidas tém demonstrado resultados promissores em modelos animais. Os primeiros
estudos de combinagdo avaliaram o gel hidrofilico de paromomicina a 10% formulado pela
UFMG (aplicado duas vezes ao dia durante 10 dias) com miltefosina (10 mg/kg/dia durante
10 dias) oral em animais infectados com L. (L.) amazonensis. Essa combinagdo reduziu
significativamente o tamanho da lesdo e a carga parasitaria na pele e bago dos animais
(AGUIAR et al., 2010). Em outro estudo do mesmo grupo, o gel hidrofilico de paromomicina
a 10% formulado pela UFMG (aplicado duas vezes ao dia durante 10 dias) foi combinado
com miltefosina oral (25 mg/kg/dia durante 10 dias) para o tratamento de camundongos

Balb/C experimentalmente infectados com L. (L.) major. Essa combinagdo de medicamentos
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reduziu o tamanho das lesdes e a carga de parasitas local (lesdo) em comparagdo aos grupos

de animais que receberam a miltefosina em monoterapia ou o placebo (AGUIAR et al., 2009).

O gel hidrofilico de paromomicina formulado pela UFMG foi mais uma vez avaliado em
combinagdo. Camundongos Balb/C infectados com L. (L.) amazonensis foram tratados com
gel hidrofilico de paromomicina a 10% por via topica (duas vezes ao dia durante 20 dias)
associado ao Imigimod 5% (uma vez ao dia em dias alternados, durante 20 dias). Os
resultados deste estudo mostraram baixa eficacia do tratamento associado em relagdo aos
tratamentos isolados. Os autores sugeriram que isso pode ter acorrido pela alta suscetibilidade

do modelo (AGUIAR et al., 2011).

Em estudo in vitro, de Morais-Teixeira e colaboradores (2014) mostraram, com modelo de
amastigota intracelular, que ha sinergismo entre sulfato de paromomicina e diferentes
medicamentos leishmanicidas contra espécies de leishmania do Novo Mundo. Posteriormente,
em estudo in vivo, de Morais-Teixeira e colaboradores (2015) avaliaram doses baixas de
antimoniato de meglumina sistémico (50 mg Sb**/kg/dia por 20 dias consecutivos) e
miltefosina oral (25 mg/kg/dia por 10 dias alternados), combinados ao gel hidrofilico de
paromomicina a 10% formulado pela UFMG, por via topica (uma vez ao dia durante 20 dias),
em animais experimentalmente infectados com L. (V.) braziliensis. Os resultados mostraram
que as combinagdes de uma aplicacdo diaria do gel hidrofilico de paromomicina a 10% com
doses baixas de miltefosina ou de antimoniato de meglumina foram mais eficazes em reduzir
o tamanho das lesdes e a carga parasitaria (lesdo e bago), quando comparado aos

medicamentos em monoterapia.

Em ensaio clinico, a combinagfo entre antiménio de meglumina (20 mg Sb*°kg/dia x 7 dias) e
a pomada de paromomicina/cloreto de metil-benzetonio foi avaliada em pacientes
colombianos com leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) panamensis. A combinagdo foi
eficaz em 90% dos pacientes, apos segmento de 12 meses. Entretanto, 25% dos pacientes
apresentaram sensac¢do de ardor e prurido e, em 15%, ocorreu formagdo de bolhas no local da
aplicagdo da pomada (SOTO et al., 1995). Em outro estudo, com pacientes colombianos
infectados com L. (V.) panamensis, resultados diferentes com a mesma formulagdo foram
obtidos: 58% de taxa de cura, enquanto o tratamento convencional com antimonio

pentavalente foi de 84%. O periodo de segmento deste estudo variou de uma e meio a seis
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meses (SOTO et al., 1998). Porém, o critério de cura foi posteriormente contestado, visto que
um aumento da lesdo pode ter ocorrido devido a reacdo inflamatdria ao cloreto de metil-

benzetonio (KRAUSE; KROEGER, 1999).

Outra proposta de combinagéo entre medicamentos investigou a eficacia in vitro e in vivo de
tamoxifeno e desoxicolato de anfotericina B. O tamoxifeno € um antiestrogénico usado como
agente quimioterapéutico e quimiopreventivo contra cancer de mama. Camundongos Balb/C
infectados com L. (L.) amazonensis foram tratados com 20 doses baixas ou altas de
tamoxifeno (6,5 ou 26 mg/kg/dia) e/ou desoxicolato de anfotericina B (1,2 ou 4 mg/kg/dia)
pela via intraperitoneal. O tamanho médio das lesdes no grupo tratado com os esquemas
combinados apresentou maior reducdo, quando comparado com cada medicamento isolado.
Em relagdo a carga parasitaria, foi obtida reducéo significativa no grupo tratado com as
combinagdes, tanto em doses baixas quanto em doses altas. Assim os resultados do estudo
indicam que o tamoxifeno ndo interfere na atividade da anfotericina B e que as doses mais
baixas desses medicamentos proporcionaram boa resposta clinica e parasitologica

(TRINCONI et al., 2014).

Em outro estudo, o tamoxifeno foi combinado com a miltefosina oral em ensaios in vitro e in
vivo para L. (L.) amazonensis. Os animais (camundongos Balb/C) foram tratados em
combinagdo com metade da dose efetiva dos medicamentos isolados. Os estudos in vitro ndo
mostraram interagdo entre o tamoxifeno e a miltefosina, no entanto, nos estudos in vivo, essa
combinagdo foi mais eficaz do que a monoterapia, quando metade das doses efetivas foi
aplicada. A eficicia da combinagdo foi equivalente ao tratamento com a miltefosina em
monoterapia com a dose efetiva. O estudo avaliou ainda, que o tamoxifeno foi capaz de

dificultar o surgimento da resisténcia a miltefosina (TRINCONI et al., 2016).

No Brasil, a combinacdo de medicamentos foi avaliada em pequeno nimero de pacientes
(n=20) em Coorte de Pedra-Bahia, onde L. (V.) brazliensis ¢ endémica. Metade dos pacientes
foi tratado com o antimoniato de meglumina (20 mg/kg/dia), durante 20 dias, combinado ao
fator estimulador de coldnia de granulécitos € monocitos (GM-CSF), aplicado por via tdpica
trés vezes por semana, durante trés semanas e os outros dez pacientes receberam tratamento
com antimoniato de meglumina combinado com placebo de salina fisiologica. A taxa de cura

observada foi de 100% para os pacientes tratados com o antimoniato de meglumina
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combinado ao GM-CSF e 50% do grupo antimoniato de meglumina combinado com placebo.
A combinag¢do do tratamento antimoniato de meglumina/GM-CSF toépico foi considerada

efetiva (SANTOS et al., 2004).

Dois estudos realizados no Brasil ndo mostraram melhora de eficidcia no tratamento da
leishmaniose cutdnea para o0s pacientes que receberam pentoxifilina combinada ao
antimoniato de meglumina. No primeiro, um estudo piloto, randomizado, duplo-cego, a taxa
de cura foi de 56% para os pacientes tratados com antimoniato de meglumina combinado a
pentoxifilina e 47% para os tratados com antimoniato de meglumina associado ao placebo,
nido houve diferenca entre os grupos tratados (BRITO et al., 2014). No outro, estudo
randomizado, duplo-cego, controlado, a taxa de cura verificada seis meses apos o tratamento
foi de 45% no grupo de pacientes que recebeu associa¢do com pentoxifilina e 43% no grupo

controle, também ndo houve diferenga estatistica entre tratamentos (BRITO et al., 2017).

As propostas de combina¢des de medicamentos para o tratamento da leishmaniose cutanea
sdo variadas e parecem sugerir eficacia superior quando o tratamento combinado é comparado
com o medicamento-referéncia isolado (BAFICA et al., 2003; MACHADO et al., 2007;
DASTGHEIB et al., 2012; SHANEHSAZ et al., 2015; FARAJZADEH et al., 2015;
JAFFARY et al., 2016). Além disso, pela utilizagdo de doses menores dos medicamentos, as
combinagdes podem reduzir a frequéncia e a gravidade dos efeitos adversos, o que pode

torna-las alternativa, principalmente para pacientes de risco.
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4 METODOLOGIA

4.1 Parasitos

Nesse estudo, foram utilizados isolados de referéncia L. (V.) brazliensis
(MHOM/BR/75/M2903), mantida em animais no biotério de experimentacdo animal do
Instituto René Rachou/Fiocruz e isolados de L. (L.) major (MHOM/IL/80/Friendlin), cedida
ao Grupo de Pesquisas Clinicas e Politicas Publicas em Doencas Infecciosas e Parasitarias
(PCPP) pela Professora Marta Marques Gontijo de Aguiar da Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal de Minas Gerais.
4.2 Medicamentos

Foram avaliados neste estudo o gel hidrofilico de paromomicina formulado por
Farmanguinhos-Fiocruz (Lote pré-experimental:1604EX038); a anfotericina B lipossomal
(AmBisome® 50 mg/ frasco - Gilead Sciences/Estados Unidos da América — Lote: 042497) e
o antimoniato de meglumina (Glucantime® - 81 mg/mL — Sanofi-aventis/Brasil - Lote:

528240) fornecidos pelo Ministério da Saide do Brasil.
4.3 Modelos experimentais

Os ensaios utilizando L. (V.) brazliensis foram conduzidos em hamsters (Mesocricetus
auratus) machos, pesando aproximadamente 134,2g (+4,0). Os ensaios utilizando L. (L.)
major foram realizados em camundongos Balb/C (Mus musculus) fémeas de
aproximadamente 19g (£1,3). O uso de animais neste projeto recebeu aprovacdo do Comité

de Etica no Uso de Animais da Fiocruz (CEUA-Fiocruz), licenca LW6/13 (Anexo 1).
4.4 Infeccao dos animais
Amastigotas de L. (V.) brazliensis foram obtidas de fragmentos de lesdo de animais

previamente infectados e mantidos pelo grupo PCPP no biotério da Instituicdo. Esses

fragmentos foram removidos e macerados em meio Schneider (Sigma ref. S9895) pH 7,2 ndo
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suplementado. A infec¢do dos animais ocorreu com inje¢do subcutdnea de 200ul da

suspensdo de amastigotas na base da cauda de hamsters anestesiados e tricotomizados.

Para a infec¢do dos camundongos Balb/C com L. (L.) major, primeiramente foram retirados
fragmentos de lesdo de hamsters previamente infectados. Esses fragmentos foram mantidos
em cultura contendo meio Schneider pH 7,2, suplementado com soro bovino fetal (SBF —
Gibco ref. 10270-106) inativado a 56° C por 30 minutos, acrescido de 100U/mL de penicilina
e 100pg/mL de estreptomicina (Gibco). A cultura foi mantida em estufa incubadora BOD
(Demanda Bioquimica de Oxigénio — FANEN, Sao Paulo, Brasil) a 26 °C durante cinco dias
para obten¢do das formas promastigotas. Apos obtengdo dessas formas, nova cultura, nas
mesmas condigdes citadas acima, foi preparada para obten¢do de massa de parasitas
suficiente para a infec¢do dos animais. Sete dias apds a expansdo da cultura, camundongos
Balb/C previamente tricotomizados na base da cauda, foram infectados por injecdo

subcutinea com 1x107/50pL promastigotas metaciclicas de L. (L.) major.

O tratamento dos animais foi iniciado apds a ulceragdo das lesdes. Os grupos foram

constituidos por quatro a dez hamsteres ou por cinco camundongos.

4.5 Ensaios experimentais

4.5.1 Estudo da formulaciio do gel hidrofilico de paromomicina

Hamsters infectados com L. (V.) braziliensis

Para avaliar a atividade do gel hidrofilico de paromomicina, hamsters foram infectados por
inje¢do subcutanea na base da cauda, com suspensdo de amastigotas de L. (V.) brazliensis. A
dose de 200 mgSb*°/kg/dia foi determinada pelo grupo PCPP, como dose plena para o
antimoniato de meglumina no tratamento de animais infectados com L. (V.) brazliensis (de
MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015) e foi incluido neste estudo como controle de animais

tratados.
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Os seguintes grupos de animais foram formados:

- PA: Gel hidrofilico de paromomicina, topico, administrado duas vezes ao dia, durante 30
dias consecutivos;

- Glu 200: Antimoniato de meglumina 200 mng+5/kg/dia, via intramuscular, uma vez ao dia,
durante 20 dias consecutivos ¢ acompanhamento de 10 dias;

- Controle: Controle sem tratamento, animais infectados e ndo tratados.

O Gel hidrofilico de paromomicina foi armazenado em temperatura ambiente (20° a 26 °C) e
administrado nos animais com o auxilio de uma pipeta dispersora (volume 250 pL, por
aplicago). Quando necessario, a casca da lesdo dos animais foi remolvida para que houvesse
melhor absor¢do do farmaco. Trés dias apdés o fim do tratamento os animais sofreram

eutanasia.

Camundongos infectados com L. (L.) major

Apesar de L. (L.) major ndo ser uma espécie circulante nas Américas, a avaliacdo do gel
hidrofilico de paromomicina formulado por Farmanguinhos-Fiocruz nesta espécie foi
considerada revelante, devido a alta susceptibilidade de L. (L.) major ao tratamento com o gel

de paromomicina, demonstrado nos estudos de anteriores.

Dez camundongos, previamente tricotomizados, foram infectados por inje¢do subcutdnea

com 1x107/50pL promastigotas metaciclicas de L. (L.) major.

Os seguintes grupos de animais foram formados:
- PA: Gel hidrofilico de paromomicina, topico, administrado duas vezes ao dia, durante 30
dias consecutivos;

- Controle: Controle sem tratamento, animais infectados e nfo tratados.

Trinta dias ap6s o inicio do tratamento, os animais sofreram eutanasia.
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4.5.2 Estudo de esquemas de tratamento intervalar e em dose tunica utilizando a
anfotericina B lipossomal intraperitoneal em hamsters infectados com L. (V.)

brazliensis

Em resposta a demanda do Ministério da Saude no ano de 2012, para avalia¢do da eficacia de
diferentes formula¢des de anfotericina, foram realizados pelo grupo PCPP estudos de dose
resposta em animais infectados com L. (V.) brazliensis. Neste estudo, a anfotericina B
lipossomal foi utilizada por via intraperitoneal nas doses de 5,0; 2,5; 1,0 e 0,5 mg/kg/dia,
durante 10 dias alternados. A menor dose de anfotericina B lipossomal que demonstrou
eficacia clinica e parasitoldgica no modelo estudado, foi a de 1 mg/kg/dia, com dose
acumulada de 10 mg/kg. Assim essa dose (10 mg/kg) foi escolhida para esquema de duracio

mais curta, de cinco dias (2 mg/kg/dia) e também em dose unica de 10 mg/kg.

Quarenta hamsters foram infectados com suspensdo de amastigotas de L. (V.) brazliensis por
inje¢do subcutanea na base da cauda. Os animais foram divididos em quatro grupos (n=10),
de modo que as médias de tamanho de lesdo entre os grupos ndo apresentassem diferencga
estatistica inicial significativa. Para avaliacdo de eficicia parasitologica, metade dos animais
de cada grupo sofreu eutanasia trés dias apds o fim do tratamento; para avaliagcdo de eficacia

clinica, a outra metade dos animais foi acompanhada por 20 dias apos o fim do tratamento.

Grupos avaliados:

- AnfLipo 10mg-DU: Anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, administrado via intraperitoneal,
esquema de dose Unica;

- AnfLipo 2mg-5dias: Anfotericina B lipossomal 2 mg/kg/dia, administrado por 5 dias
consecutivos, pela via intraperitoneal (dose total 10 mg/kg);

- Controle-10mg-DU: Controle sem tratamento, animais infectados e ndo tratados, do grupo
de animais tratados com anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose tnica;

- Controle-2mg-5dias: Controle sem tratamento, animais infectados e ndo tratados, do grupo
de animais tratados com anfotericina B lipossomal 2 mg/kg/dia, administrado por 5 dias

consecutivos.
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4.5.3 Estudo de definicoes de esquemas de tratamento utilizando antimoniato de

meglumina por via intralesional em hamsteres infectados com L. (V.) braziliensis

Com o objetivo de avaliar o antimoniato de meglumina intralesional no modelo hamster em
diferentes esquemas terapéuticos com essa via de administra¢do, foi conduzido um estudo

com 20 animais infectados com L. (V.) brazliensis ¢ tratados com os seguintes esquemas:

- GlulL-Semanal: Uma infiltracdo intralesional de antimoniato de meglumina, ao dia,
realizada semanalmente, até que houvesse a cicatrizacdo completa da lesdo ou por no
maximo oito aplicagdes;

- GlulL-Quinzenal: Uma infiltragdo intralesional de antimoniato de meglumina, ao dia,
realizada quinzenalmente, até que houvesse a cicatrizagdo completa da lesdo ou por no
maximo quatro aplicacdes;

- GlulL-IU: Uma infiltragdo intralesional de antimoniato de meglumina, infiltra¢do tnica;

- Controle: Controle sem tratamento, animais infectados e ndo tratados.

A eutanasia de todos os animais somente ocorreu apds o grupo “GlulL-Semanal” completar
seu protocolo de tratamento (oito infiltragdes, durante oito semanas), para que todos os

animais do ensaio tivessem o mesmo tempo de avaliagdo do tamanho das lesdes.

O procedimento de infiltracdo intralesional com o antimoniato de meglumina foi realizado a
partir de adaptacdo de protocolo de infiltracdo intralesional com o antimoniato de meglumina
para o tratamento de pacientes portadores de leishmaniose cutdnea padronizado por Silva e

colaboradores (2017).

Em resumo, os animais foram anestesiados com Cetamina (Cetamin 10% - Syntec, Sao
Paulo-Brasil) 100 mg/kg e Xilazina (Xilazin 2% - Syntec, Sdo Paulo-Brasil) 5 mg/kg por via
intramuscular. O antimoniato de meglumina foi aspirado da ampola com uma seringa de 1mL
de insulina acoplada a uma agulha (13x4,5 mm). Com os animais anestesiados, a agulha foi
posicionada na pele saudavel do animal, préximo a borda da les@o, em um angulo de
aproximado de 30° e introduzida em direcdo ao centro da lesdo. Apods aspiragdo para
verificacdo de possivel perfuracdo de vasos sanguineos, foi realizada a infiltragdo do

antimoniato de meglumina. Este procedimento foi realizado em quatro botdes de aplicagdo,
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seguindo os pontos cardiais, até que ocorresse satura¢do ¢ entumescimento das bordas e do

centro da les3o.

4.5.4 Estudo de combinacio biniria entre o gel de paromomicina, anfotericina B
lipossomal intraperitoneal e antimoniato de meglumina intralesional em hamsters

experimentalmente infectados com L. (V.) brazliensis

Os esquemas de tratamento para o anfotericina B lipossomal intraperitoneal e antimoniato de

meglumina intralesional foram definidos nos estudos prévios, como descrito acima.

Para a avaliagdo da eficacia das combinagdes entre o gel hidrofilico de paromomicina,
anfotericina B lipossomal e antimoniato de meglumina por via intralesional, 28 hamsters
foram infectados com suspensdo de amastigotas de L. (V.) brazliensis. Apoés o

desenvolvimento das lesdes, os seguintes grupos de animais foram avaliados:

- PA + Glu IL: Gel hidrofilico de paromomicina, por via topica, administrado duas vezes ao
dia, durante 30 dias consecutivos + antimoniato de meglumina intralesional, administrado no
primeiro dia de tratamento em infiltra¢do unica;

- PA + AnfLipo: Gel hidrofilico de paromomicina, por via topica, administrado duas vezes
ao dia, durante 30 dias consecutivos + anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, via
intraperitoneal, administrada no primeiro dia de tratamento em dose unica;

- Glu IL + AnfLipo: Antimoniato de meglumina intralesional, administrado no primeiro dia
de tratamento em infiltragdo Unica + anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, via intraperitoneal,
administrada no primeiro dia de tratamento em dose Unica;

- Glu IL: Antimoniato de meglumina intralesional, administrado no primeiro dia de
tratamento em infiltracdo unica;

- AnfLipo: Anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, via intraperitoneal, administrada no
primeiro dia de tratamento em dose tnica;

- PA: Gel hidrofilico de paromomicina, por via tdpica, administrado duas vezes ao dia,
durante 30 dias consecutivos;

- Controle: Controle sem tratamento, animais infectados e ndo tratados.

Trinta e trés dias apds o inicio do tratamento, os animais sofreram eutanasia.
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O placebo do gel de PA ja havia sido avaliado em estudos prévios conduzidos pelo Grupo,
que comprovaram que ele ndo tem eficacia, sendo assim néo se considerou necessario incluir

novamente essa avaliagao.

4.6 Avaliacao da eficacia dos esquemas terapéuticos

4.6.1 Eficacia clinica

A eficécia clinica dos tratamentos foi avaliada pelo acompanhamento semanal da medida do
maior diametro (milimetros-mm) do tamanho das lesdes com auxilio de paquimetro digital
(Digimess). A aferi¢do foi realizada no inicio do tratamento (D1), 7, 14 ¢ 21 dias apds o
inicio do tratamento (D7, D14 e D21) e 20 dias apds o fim do tratamento — dia da eutandsia
(D21 — para os esquemas de tratamento em dose unica, e D25 para os esquemas de
tratamento de cinco dias consecutivos), quando o tratamento foi avaliado para o anfotericina

B lipossomal.

Nos ensaios com duragdo de tratamento de 30 dias (gel hidrofilico de paromomicina e ensaio
de combinacdo), os seguintes tempos foram avaliados: D1, D7, D14, D21 (21 dias apds o
inicio do tratamento), D28 (28 dias apds o inicio do tratamento) e D33 (33 dias apos o inicio

do tratamento — dia da eutanasia).

No ensaio de avaliagdo do antimoniato de meglumina intralesional, o tamanho da lesdo foi
avaliado nos tempos: D1, D7, D14, D21, D28, D35 (35 dias apds o inicio do tratamento),
D42 (42 dias apo6s o inicio do tratamento), D49 (49 dias apos o inicio do tratamento) e D52

(52 dias apds o inicio do tratamento — dia da eutandsia).

Foram avaliados também o percentual da eficdcia clinica e a cura completa das lesdes

baseados nas médias (das lesdes) obtidas no inicio do tratamento (D1) e no dia da eutanasia.
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4.6.2 Eficacia parasitologica

Para avaliar a efic4cia do tratamento sobre os parasitas, foi empregada a técnica de diluicdo
limitante. Trés ou 20 dias ap6s a fim do tratamento, os animais sofreram eutandsia em camara
de CO; e tiveram lesdo e baco removidos e colocados em tubos Falcon de 15 ou 50 mL
(Corning Science México S.A., Tamaulipas, México) estéreis contendo 3 mL de meio de
cultura Schneider pH 7,2 ndo suplementado. As amostras foram pesadas e homogeinizadas
em Ultra-Turrax® (IKA, Germany). Em seguida, o material foi centrifugado a 1620 g (lesdo)
ou 45g (bago), por dois minutos para sedimentacdo. O sobrenadante foi separado e
centrifugado a 1700 g por 15 minutos (lesdo) ou 1620 g por dois minutos (bago). O pellet
formado foi ressuspendido em 1 mL de meio Schneider pH 7,2 suplementado com soro
bovino fetal inativado a 56° C por 30 minutos, acrescido de 100 U/mL de penicilina ¢ 100
ug/mL de estreptomicina. A diluigdo foi realizada em triplicata (1:10) em cultivos sucessivos
em placas estéreis de 96 pocos (TPP ref. 92097), que foram incubadas a 26 °C por sete dias.
Cada pogo foi examinado em microscépio de inversdo (Olympus CK30) para avaliar a
presenga de parasitas viaveis. A carga de parasitas foi determinada a partir da menor diluigdo

em que o crescimento foi observado (TITUS et al., 1985).
4.6.3 Avaliacao da toxicidade dos medicamentos

A toxicidade dos medicamentos testados foi avaliada por meio da mensura¢do da massa

corpdrea, antes, durante (semanalmente) e apds o tratamento.
4.7 Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA). Os dados obtidos para carga parasitaria
(transformados em Log+1) e tamanho médio da lesdo foram submetidos ao teste de
normalidade Kolmogovov-Sminrnov (KS) ou D'Agostino & Pearson. Estes dados foram
avaliados por andlise de varidncia (ANOVA) e em caso de diferenga estatistica, os dados
foram submetidos ao teste de Tukey. As diferencas observadas foram consideradas
significativas quando o valor de p<0,05. Para os dados ndo paramétricos foi usado o teste

Kruskal-Wallis.
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S RESULTADOS

5.1 Estudo da formulacdo do gel hidrofilico de paromomicina em hamsters infectados

com L. (V.) braziliensis e camundongos infectados com L. (L.) major

Eficacia clinica

O tamanho das lesdes foi avaliado através da reducdo das lesdes em fungdo ao tempo de
tratamento. No Gréfico 1, € possivel observar a reducdo do tamanho das lesdes dos hamsters
infectados com L. (V.) brazliensis. O grupo de animais tratados com o antimoniato de
meglumina 200 mg Sb**/kg/dia durante 20 dias consecutivos, apresentou reducdo estatistica
significativa em relacdo ao grupo controle sem tratamento aos 21 dias do inicio do tratamento
(D21), reducdo que se manteve até o dia da eutanasia dos animais (D33) (p<0,05). O grupo de
animais que recebeu o gel hidrofilico de paromomicina tépico administrado duas vezes ao dia,
durante 30 dias consecutivos, apresentou tendéncia de reducdo do tamanho médio das lesdes
até¢ D21, no entanto ndo apresentou diferenca estatistica significativa nos tempos avaliados em

relagdo ao grupo controle sem tratamento (p>0,05).



50

GRAFICO 1 Tamanho médio das lesdes de hamsters infectados com L. (V.) brazlilensis e
tratados com gel hidrofilico de paromomicina tépico ou antimoniato de meglumina
intramuscular
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LEGENDA: Tamenho médio das lesbes (mm) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5) infectados na
base da cauda com 200 pL de suspensdo de amastigotas de L. (V.) brazliensis e tratados com gel hidrofilico de
paromomicina tépico, administrado duas vezes ao dia, durante 30 dias consecutivos ou antimoniato de
meglumina por via intramuscular 200 mgSb*°mg/kg/dia, durante 20 dias consecutivos. As |lesdes foram medidas
a cada sete dias e os animais sofreram eutanasia 33 dias apds o inicio do tratamento. As barras verticais
representam o desvio-padrdo da média do maior diametro das lesdes de cada grupo. Diferenca estatistica
significativa foi observada a partir de D21 e se manteve até o dia da eutanasia (D33) para o grupo de animais
tratado com antimoniato de meglumina 200 mgSb*°mg/kg/dia em relacdo a0 grupo controle sem tratamento
(p<0,05). O grupo de animais tratados com o gel hidrofilico de paromomicina ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em nenhum dos tempos avaliados (p>0,05). Glu 200: Antimoniato de meglumina 200
mgSb*°mg/kg/dia x 20 dias consecutivos;, PA: Gel hidrofilico de paromomicina; Controle: animais infectados e
néo tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na avaliagdo da eficicia clinica do gel hidrofilico de paromomicina em camundongos
infectados com L. (L.) major foi observado diferenca estatistica significativa no grupo de
animais tratados em relacdo ao grupo controle sem tratamento a partir de D28 (p<0,05)

(GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 Tamanho médio das lesdes de camundongos infectados com L. (L.) major e
tratados com gel hidrofilico de paromomicina topico
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LEGENDA: Tamanho médio das lesbes (mm) de camundongos Bab/C (Mus musculus) fémeas (n=5)
infectados na base da cauda com 1 x 107/50uL promastigotas metaciclicas de L. (L.) major e tratados com gel
hidrofilico de paromomicina tépico administrado duas vezes a0 dia, durante 30 dias consecutivos. As lesdes
foram medidas a cada sete dias e 0s animais sofreram eutanasia 33 dias apds o inicio do tratamento. As barras
verticais representam o desvio-padréo da média do maior didmetro das lesdes de cada grupo. Diferenca
estatistica significativa foi observada a partir de D28 para o grupo de animais tratados com o gel hidrofilico de
paromomicina em relagdo a0 grupo controle sem tratamento (p<0,05). PA: Gel hidrofilico de paromomicing;
Controle: animais infectados e ndo tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Foi calculado também o percentual de redugdo do tamanho médio das lesdes entre o tempo
D1 (inicio do tratamento) e D33 (dia da eutandsia) e o percentual de cura completa das lesdes
(TABELA 1). Os animais infectados com L. (V.) braziliensis que receberam o esquema de
tratamento com o antimoniato de meglumina (200 mg/kg/dia) reduziram em 100% o tamanho
de suas lesdes e todos os animais apresentaram cura completa 100% (5/5). O gel hidrofilico
de paromomicina foi eficaz em reduzir 15% o tamanho das lesdes dos animais do grupo PA.

O grupo controle ndo apresentou reducéo das lesdes.

Nos camundongos infectados com L. (L.) major o gel hidrofilico de paromomicina foi eficaz
em reduzir 100% o tamanho das lesdes e todos os animais apresentaram cura completa das

lesoes (5/5) (TABELA 1).
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TABELA 1 Eficacia clinica da formulagdo do gel hidrofilico de paromomicina no tratamento
de animais infectados com L. (V.) brazliensise L. (L.) major

Eficacia Clinica*

Modelo animal/ Redugéo no tamanho da Curacompleta dalesio
Espéciedelaishmania  C>quemas detratamento lesso (%) (%)
Hamster/ Glu 200 100,0 100,0
= PA 15,0 0,0
L.(V.) braziliensis Controle 0,0 0,0
Camundongos/ PA 100,0 100,0
L. (L.) major Controle 0,0 0,0

*O tamanho médio das lesdes foi calculado pelo maior didmetro (mm).

LEGENDA: O percentual de reducio do tamanho médio das lesdes e a cura completa foram obtidos
considerando relagdo entre os valores médios das lesdes no tempo D1 (inicio do tratamento) e D33 (dia da
eutanésia). Glu 200: antimoniato de meglumina 200 mg/kg/dia x 20 dias consecutivos, PA: Gel hidrofilico de
paromomicina; Controle: animais infectados e n&o tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Eficacia parasitologica

Na avaliagdo da eficacia parasitologica em hamsteres infectados com L. (V.) brazliensis, ndo
houve diferenga estatistica significativa entre os grupos de animais tratados e o grupo controle
na avaliacdo de parasitas vidveis na lesdo (A) (p>0,05). No bago (B), diferenca estatistica
significativa foi observada em animais tratados com antimoniato de meglumina 200
mgSb*°/kg/dia x 20 dias consecutivos em relagdo ao grupo controle sem tratamento (*p<0,05)

(GRAFICO 3).
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GRAFICO 3 Parasitas viaveis na lesio e bago de hamsters infectados por L. (V.) brazliensis
e tratados com gel hidrofilico de paromomicina toépico ou antimoniato de meglumina
intramuscular
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LEGENDA: Parasitas viaveis na lesgo (A) e baco (B) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5)
infectados na base da cauda com 200 pL de suspenso de amastigotas de L. (V.) braziliensis e tratados com gel
hidrofilico de paromomicina tépico, administrado duas vezes a0 dia, durante 30 dias consecutivos ou
antimoniato de meglumina por viaintramuscular 200 mgSb**mg/kg/dia, durante 20 dias consecutivos. O nlimero
de parasitas foi determinado através da técnica de diluicdo limitante realizada no dia da eutanasia dos animais
(33 dias apds o inicio do tratamento). As barras horizontais representam a média de parasitas viaveis nas lesdes
ou nos bagos para cada grupo. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos de animais tratados e
0 grupo controle na avaliagio de parasitas viaveis na lesdo (p>0,05). Diferenca estatistica significativa foi
observada na avaliagdo de parasitas viaveis do baco de animais tratados com antimoniato de meglumina 200
mgSb*®mg/kg/dia x 20 dias consecutivos em relacdo a0 grupo controle sem tratamento (*p<0,05). Glu 200:
antimoniato de meglumina 200 mgSb*mg/kg/dia x 20 dias consecutivos; PA: Gel hidrofilico de paromomicing;
Controle: animais infectados e ndo tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Em camundongos infectados com L. (L.) major (GRAFICO 4), houve diferenca estatistica
significativa entre o grupo de animais tratado e o grupo controle sem tratamento na avaliagdo

de parasitas viaveis na lesdo (A) e no baco (B) (*p>0,05)
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GRAFICO 4 Parasitas viaveis na lesdo e bago de camundongos infectados com L. (L.) major
e tratados com gel hidrofilico de paromomicina tépico
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LEGENDA: Parasitas viaveis na les3o (A) e baco (B) camundongos Bab/C (Mus musculus) fémeas (n=5)
infectados na base da cauda com 1 x 107/50uL promastigotas metaciclicas de L. (L.) major e tratados com gel
hidrofilico de paromomicina tdpico administrado duas vezes 20 dia, durante 30 dias consecutivos. Os parasitas
foram determinados através da técnica de diluicio limitante realizada no dia da eutanasia dos animais (33 dias
apos o inicio do tratamento). As barras horizontais representam a média de parasitas viaveis nas lesdes ou nos
bacos para cada grupo. Diferenca estatistica significativa foi observada na avaliagZo de parasitas viaveis nalesio
€ no baco de animais tratados com o gel hidrofilico de paromomicina em relagdo ao grupo controle sem
tratamento (*p<0,05). PA: Gel hidrofilico de paromomicina, Controle: animais infectados e n&o tratados.
FONTE: Elaborado pelo autor.

A toxicidade clinica dos medicamentos nos animais foi avaliada através da massa corporea
durante e apds o tratamento. Os animais ndo tiveram perda de massa significativa em nenhum
momento da avaliacdo (p>0,05) e nem manifestaram caracteristicas que pudessem indicar

efeito toxico (pelo ericado, agressividade, diarréia ou outros).

5.2 Estudo de esquemas de tratamento intervalar e em dose unica utilizando a

anfotericina B lipossomal intraperitoneal em hamsters infectados com L. (V.) brazliensis

Eficacia clinica

Hamsters infectados com L. (V.) brazliensis foram tratados com anfotericina B lipossomal
dose unica de 10 mg/kg ou doses intervalares de 2 mg/kg/dia durante cinco dias consecutivos.
Os animais sofreram eutanasia trés ou 20 dias apés o fim do tratamento. Cada esquema de
tratamento teve seu controle infectado e ndo tratado. Nao houve redugdo significativa no
tamanho da lesdo dos animais que sofreram eutandsia trés dias ap6s o fim do tratamento

(p>0,05) (GRAFICO 5-A).
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Grafico 5-B apresenta dados de eficacia clinica (tamanho da lesdo), dos animais que sofreram
eutanasia 20 dias ap6s o fim do tratamento. Observa-se que ocorreu redugdo do tamanho
médio das lesdes para os grupos tratados aos 14 dias do inicio do tratamento (D14), que se
mantém até o dia da eutanasia. Os grupos de animais que receberam tratamento apresentaram
diferencga estatistica significativa em relagdo aos controles sem tratamento (p<0,05). As lesdes
dos animais dos grupos controles sem tratamento se mantiveram em progressdo, durante todo

o periodo avaliado (GRAFICO 5-B).

GRAFICO 5 Tamanho médio das lesdes de hamsters infectados com L. (V.) brazliensis e
tratados com anfotericia B lipossomal intraperitoneal
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LEGENDA: Tamanho médio das lesdes (mm) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5) infectados na
base da cauda com 200 pL de suspensdo de amastigotas de L. (V.) brazliensis e tratados por via intraperitoneal
com anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, esquema de dose Unica ou anfotericina B lipossomal 2 mg/kg/dia,
administrado por 5 dias consecutivos. As lesdes foram medidas a cada sete dias e 0s animais sofreram eutanasia
trés dias ap6s o fim do tratamento (A) ou 20 dias ap6s o fim do tratamento (B). As barras verticais representam o
desvio-padréo da média do maior diametro das lesdes de cada grupo. Diferenca estatistica significativa foi obtida
a partir de D14 (14 dias ap6s o inicio do tratamento) para os grupos de animais tratados em relacéo ao controle
sem tratamento (p<0,05). AnfLipo 10 mg-DU: anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, dose unica; AnfLipo 2mg-
5dias. anfotericina B lipossomal 2 mg/kg/dia, administrado por 5 dias consecutivos; Controle-10mg-DU: animais
infectados e ndo tratados, do grupo de animais tratados com anfotericina B lipossomal 10mg/kg dose Unica;
Controle-2mg-5dias; animais infectados € n&o tratados, do grupo de animais tratados com anfotericina B
lipossomal 2 mg/kg/dia, administrado por 5 dias consecutivos.

FONTE: Elaborado pelo autor.

O percentual de redug¢do do tamanho médio das lesdes no dia da eutanasia (trés dias ou 20
dias apos o fim do tratamento) em comparagdo ao tempo inicial do tratamento (D1) e o
percentual de cura completa dos animais também foi calculado (TABELA 2). Ndo houve
redugdo do tamanho das lesdes quando os animais sofreram eutanasia 3 dias apos o fim do
tratamento. As doses avaliadas (AnfLipo 2mg-5dias e AnfLipo 10mg-DU) foram similares

em reduzir o tamanho das lesdes dos animais que sofreram eutanésia 20 dias ap6s o fim dos
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tratamentos (32,5% e 30,3% respectivamente). Os animais do grupo controle néo
apresentaram reducdo no tamanho das lesdes. Nenhum animal dos grupos tratados ou controle
apresentou cicatrizacdo completa da les@o nos tempos de acompanhamento avaliados

(TABELA 2).

TABELA 2 Eficacia clinica de esquemas de tratamentos utilizando a anfotericina B
lipossomal em hamsters infectados com L. (V.) brazliensis

Eficacia Clinica®

Eutanasia 3 dias apds o fim do tratamento | Eutanasia 20 dias ap6s o fim do tratamento
Esquemas de Reduggo no Reduggo no
tratamento tamanho da lesgo Cura oczmp!eta da tamanho da leséo Cura ccgmpleta da
(%) lesdo (%) (%) lesdo (%)
AnfLipo 10mg-DU 0,0 0,0 32,5 0,0
Controle-10mg-DU 0,0 0,0 0,0 0,0
AnfLipo 2mg-5dias 0,0 0,0 30,3 0,0
Controle-2mg-5dias 0,0 0,0 0,0 0,0

* O tamanho médio das lesdes foi calculado pelo maior didmetro (mm).

LEGENDA: O percentual de reducio do tamanho médio das lesdes e a cura completa foram obtidos
considerando a relacso entre os valores médios das lesdes no tempo D1 (inicio do tratamento) e D21 ou D25 (dia
da eutanasia- D21 para o grupo AnfLipo 10 mg-DU e D25 para o grupo AnfLipo 2mg-5dias). AnfLipo 10 mg-
DU: anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, dose unica; AnfLipo 2mg-5dias. anfotericina B lipossomal 2
mg/kg/dia, administrado por 5 dias consecutivos, Controle-10mg-DU: animais infectados e n&o tratados, do
grupo de animais tratados com anfotericina B lipossomal 10mg/kg dose unica; Controle-2mg-5dias. animais
infectados e ndo tratados, do grupo de animais tratados com anfotericina B lipossomal 2 mg/kg/dia, administrado
por 5 dias consecutivos.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Eficacia parasitologica

Na avalia¢do da eficacia parasitoldgica e eutanasia trés dias apos o fim do tratamento,
observou-se diferencga estatistica significativa no bago do grupo de animais tratados com
AnfLipo 2mg-5dias em relagdo ao controle sem tratamento (*p<0,05) (GRAFICO 6-B).
Quando os animais sofreram eutandsia 20 dias apds o fim do tratamento, diferenca estatistica
significativa foi observada no bago, nos dois esquemas de tratamento avaliados em relagdo ao
controle sem tratamento (*p<0,05) (GRAFICO 6-D). Nas lesdes ndo houve diferenga
estatistica significativa na reducdo de parasitas vidveis nos dois esquemas e tempos de

acompanhamento avaliados (p>0,05) (GRAFICO 6-A e C).
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GRAFICO 6 Parasitas viaveis na lesdo e bago de hamsters infectados com L. (V.) brazliensis
e tratados com anfotericina B lipossomal intraperitoneal
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LEGENDA: Parasitas viaveis nalesio (A e C) e baco (B e D) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5)
infectados na base da cauda com 200 L de suspenso de amastigotas de L. (V.) brazliensis e tratados por via
intraperitoneal com anfotericina B lipossomal 10 mg/kg, esquema de dose Unica ou anfotericina B lipossomal 2
mg/kg/dia, administrado por 5 dias consecutivos. Os parasitas foram determinados através da técnica de diluigéo
limitante trés (A e B) € 20 (C e D) dias apds o fim do tratamento. As barras horizontais representam a média de
parasitas viaveis nas lesdes e bacos de cada grupo. Diferenca estatistica significativa em relacéo a0 controle sem
tratamento foi obtida na avaliacéo da carga parasitaria do bago do grupo AnfLipo 2mg-5 dias aos trésdias do fim
do tratamento e dos grupos AnfLipo 10mg-DU e AnfLipo 2mg-5 dias aos 20 dias do fim do tratamento
(*p<0,05).

FONTE: Elaborado pelo autor.

Nenhuma das doses promoveu perda de massa corporal significativa em todos os tempos

avaliados (p>0,05).
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5.3 Estudo de definicoes de esquemas de tratamento utilizando antimoniato de

meglumina por via intralesional em hamsters infectados com L. (V.) brazliensis

Eficacia clinica

Hamsters infectados com L. (V.) braziliensis foram tratados com o antimoniato de meglumina
intralesional em diferentes esquemas, sendo que o ensaio teve duragdo de 56 dias. Observa-se
no Grafico 7, a redug¢do no tamanho das lesdes para os trés grupos de animais tratados,
enquanto o tamanho das lesdes dos animais do grupo controle permaneceu em progressio
durante o periodo avaliado. Aos 21 dias apds a primeira infiltracdo do antimoniato de
meglumina por via intralesional, o tamanho das lesdes do grupo de animais tratados
semanalmente apresentou redugdo com significancia estatistica em relagdo ao grupo controle
sem tratamento (p<0,05). Aos 28 dias apds a primeira infiltracio do antimoniato de
meglumina, tamanho das lesdes dos grupos de animais tratados semanalmente e
quinzenalmente apresentaram reduc¢do com significancia estatistica em relacdo ao controle
sem tratamento. Essa diferenga permaneceu até o dia da eutanasia dos animais (56 dias apds a
primeira aplicagdio do antimoniato de meglumina- p<0,05) (GRAFICO 7). O grupo de animais
que recebeu Unica infiltragdo do antimoniato de meglumina intralesional ndo apresentou
diferenca estatistica em relagdo ao controle sem tratamento em nenhum momento da
avaliagdo (p>0,05), no entanto, é possivel observar no Grafico 7, que esse esquema de
tratamento levou a redugdo e estabiliza¢do das lesdes dos animais até os 28 dias apos a

infiltragdo.
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GRAFICO 7 Tamanho médio das lesdes de hamsters infectados com L. (V.) brazliensis e
tratados antimoniato de meglumina intralesional
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LEGENDA: Tamanho médio das lesdes (mm) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5) infectados na
base da cauda com 200 pL de suspensdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis e tratados em diferentes esquemas
com antimoniato de meglumina por via intralesional. As lesdes foram medidas a cada sete dias e os animais
sofreram eutanasia 56 dias gpds o inicio do tratamento. As barras verticais representam o desvio-padréo da
média do maior diametro das lesdes de cada grupo. Diferenca estatistica significativa foi obtida a partir de D21
(21 dias apds o inicio do tratamento) para o grupo de animais que recebeu infiltracdo semana mente (p<0,05).
Em D28 (28 dias apds o inicio do tratamento) os grupos de animais tratados semanalmente e quinzenalmente
apresentaram diferenca estatistica significativa em relagdo a0 controle sem tratamento (p<0,05). O grupo de
animais que recebeu Unica infiltragdo do antimoniato de meglumina intralesional ndo apresentou diferenca
estatistica em relacio a0 controle sem tratamento em nenhum momento da avaliacdo (p>0,05), mas levou a
reduczo e estabilizacdo das lesdes dos animais até os 28 dias apds a infiltragdo. Glu |L-Semanal: antimoniato de
meglumina intralesional administrado uma vez por semana Glu IL-Quinzena: antimoniato de meglumina
intralesional administrado de 15 em 15 dias; Glu IL-1U: antimoniato de meglumina intralesional administrado
em unicainfiltragdo; Controle: animais infectados e n&o tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

A eficacia clinica do antimoniato de meglumina intralesional em diferentes esquemas de
tratamento também esta apresentada na Tabela 3. Foi calculado o percentual de redugdo do
tamanho das lesdes no D56 (dia da eutanasia) em comparagdo ao tempo inicial do tratamento
(D1) e o percentual de cura completa dos animais. Houve redugdo do tamanho das lesdes de
91% e 100 % nos grupos Glu IL-Semanal e Glu IL-Quinzenal, respectivamente. Ndo houve
reducdo do tamanho das lesdes dos animais no D56 para o grupo tratado com antimoniato de
meglumina infiltragdo unica e controle sem tratamento. Cura completa da lesdo foi obtida em
80% (4/5), 100% (5/5) e 20% (1/5) dos grupos Glu IL-Semanal, Glu IL-Quinzenal e Glu IL-
IU, respectivamente. Mesmo com um animal apresentando cura completa da lesdo, a média de
tamanho da lesdo no grupo Glu IL-IU ndo reduziu, uma vez que as lesdes dos outros animais

do grupo aumentaram de tamanho com o passar do tempo do ensaio.
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TABELA 3 Eficécia clinica do antimoniato de meglumina por via intralesional no tratamento
de hamsters infectados com L. (V.) braziliensis

Eficacia Clinica*

Esguemas de tratamento Redugdo no tamanho da leso (%) Cura completa da leso (%)
Glu IL-Semanal 91,0 80,0
Glu IL-Quinzenal 100,0 100,0
GlulIL-IU 0,0 20,0
Controle 0,0 0,0

* O tamanho médio das lesdes foi calculado pelo maior didmetro (mm).

LEGENDA: O percentual de redugdo do tamenho médio das lesBes e a cura completa foram obtidos
considerando a relagéo entre os valores médios das lesdes no tempo D1 (inicio do tratamento) e D56 (dia da
eutanasia). Glu |L-Semanal: antimoniato de meglumina intralesional administrado uma vez por semana; Glu IL-
Quinzenal: antimoniato de meglumina intralesional administrado de 15 em 15 dias; Glu IL-1U: antimoniato de
meglumina intralesional administrado em Unicainfiltragdo; Controle: animais infectados e n&o tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Eficacia parasitologica

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos de animais tratados em relagéo
ao controle sem tratamento, na avaliagdo de parasitas viaveis na lesdo (A) e no baco (B)

(GRAFICO 8).
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GRAFICO 8 Parasitas viaveis na lesdio e bago de hamsters infectados com L. (V.) braziliensis
e tratados com antimoniato de meglumina intralesional
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LEGENDA: Parasitas viaveis na lesdo (A) e bago (B) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=5)
infectados na base da cauda com 200 uL de suspensdo de amestigotas de L. (V.) brazliensis e tratados em
diferentes esquemas com antimoniato de meglumina por via intralesional. Os parasitas foram determinados
através da técnica de diluicdo limitante no dia da eutanasia dos animais, D56 (56 dias do inicio do tratamento).
As barras horizontais representam a média de parasitas viaveis nas lesdes ou nos bagos para cada grupo. Néo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados em relacéo a0 grupo controle sem tratamento
(p>0,05). Glu IL-Semanal: antimoniato de meglumina intralesional administrado uma vez por semana; Glu IL-
Quinzenal: antimoniato de meglumina intralesional administrado de 15 em 15 dias; Glu IL-1U: antimoniato de
meglumina intralesional administrado em Unicainfiltragdo; Controle: animais infectados e ndo tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Trés animais morreram no decorrer do tempo de avaliagdo: 2 animais do grupo Controle e 1
animal do grupo Glu IL-IU, possivelmente em fun¢do do longo periodo de tempo que esses

animais ficaram infectados.

Mesmo com a perda de um animal do grupo Glu IL-IU, quando a toxicidade do medicamento
foi avaliada através da mensuracdo massa corporea durante e apos o tratamento, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos de animais tratados em relagdo ao controle
sem tratamento (p>0,05). Os animais em geral ndo apresentaram perda de peso e/ou
manifestaram caracteristicas que pudessem indicar efeito tdxico (pelo eri¢ado, agressividade,

diarréia ou outros).
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5.4 Estudo de combinacio binaria entre o gel de paromomicina, anfotericina B
lipossomal intraperitoneal e antimoniato de meglumina intralesional em hamsters

experimentalmente infectados com L. (V.) brazliensis

Eficacia clinica

Foi avaliada a redugdo do tamanho das lesdes em funcdo do tempo de cada esquema de
tratamento. No Grafico 9, € possivel observar a redugdo do tamanho das lesdes dos hamsteres
infectados com L. (V.) braziliensis nos grupos tratados. Diferenca estatistica significativa foi
obtida a partir de D14 (14 dias ap6s o inicio do tratamento) para os grupos PA+Glu IL e Glu
IL+AnfLipo (p<0,05). Aos 21 dias do inicio do tratamento (D21), a diferenca desses grupos
(PA+Glu IL e Glu IL+AnfLipo) se manteve ¢ os grupos PA+AnfLipo ¢ AnfLipo também
passaram a apresentar diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle sem
tratamento (p<0,05). Essa diferenca permaneceu até¢ o dia da eutandsia (D33). O grupo de
animais tratados com o gel hidrofilico de paromomicina (PA) e o grupo Glu IL-IU
apresentaram uma estagnacdo do tamanho da lesfo de seus animais. As lesdes dos animais do
grupo controle sem tratamento se mantiveram em progressao, durante todo o periodo avaliado

(GRAFICO 9).
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GRAFICO 9 Tamanho médio das lesdes de hamsters infectados L. (V.) brazliensis e tratados
com gel hidrofilico de paromomicina tépico, anfotericina B lipossomal intraperitoneal ou
antimoniato de meglumina intralesional
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LEGENDA: Tamanho médio das lesdes (mm) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=4) infectados na
base da cauda com 200 pL de suspensio de amastigotas de L. (V.) brazliensis e tratados em diferentes esquemas
com o gel hidrofilico de paromomicina tdpico, anfotericina B lipossomal intraperitoneal e antimoniato de
meglumina intralesional. As lesdes foram medidas a cada sete dias e os animai's sofreram eutanasia trés dias apos
o fim do tratamento (D33). As barras vertica's representam o desvio-padréo da média do maior diametro das
lesbes de cada grupo. Diferenca estatistica significativa foi obtida a partir de D14 (14 dias ap6s o inicio do
tratamento) para os grupos PA+Glu IL e Glu IL+AnfLipo (p<0,05). Aos 21 dias do inicio do tratamento (D21)
também houve diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento para os grupos
PA+AnfLipo e AnfLipo (p<0,05). PA+Glu IL: Gel hidrofilico de paromomicina + antimoniato de meglumina
intralesional administrado em Unica infiltragdo; PA+ AnfLipo: Gel hidrofilico de paromomicina + anfotericina B
lipossomal 10 mg/kg dose Unica; Glu IL + AnfLipo: antimoniato de meglumina intralesional administrado em
Unica infiltragdo + anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose unica; Glu IL: antimoniato de meglumina
intralesional administrado em unica infiltragdo; AnfLipo: anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose unica;, Glu
IL; PA: Gel hidrofilico de paromomicina Controle: animais infectados e n&o tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

O percentual de reducdo do tamanho das lesdes foi calculado no dia da eutanasia (D33) em
comparagdo ao tempo inicial do tratamento (D1) e o percentual de cura completa dos animais
(TABELA 4). Observa-se reducdo do tamanho das lesdes de 100 % para os grupos de
combinagdes de medicamentos: PA + Glu IL, PA + AnfLipo e Glu IL + AnfLipo. Esses
grupos também apresentaram 100% (4/4) de cura completada lesdo. Os grupos Glu IL,
AnfLipo e PA apresentaram um percentual de reducgéo de 50%, 72% e 29%, respectivamente.
A cura da lesdo dos animais desses grupos foi de 25% (Glu IL), 50% (AntLipo) e 25% (PA).
Nao houve reducdo do tamanho das lesdes dos animais e cura completa da lesdo para o grupo

controle sem tratamento (TABELA 4).
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TABELA 4 Eficacia clinica de esquemas de tratamento utilizando o gel de paromomicina,
anfotericina B lipossomal e antimoniato de meglumina intralesional em hamsters
experimentalmente infectados com L. (V.) brazliensis

Eficacia Clinica*

Esquemeas de tratamento Redug&o no tamanho da lesdo (%) Cura completa dalesgo (%)

PA + GlulL 100,0 100,0
PA + AnfLipo 100,0 100,0
GlulL + AnfLipo 100,0 100,0
GlulL 50,0 25,0
AnfLipo 72,0 50,0

PA 29,0 25,0

Controle 0,0 0,0

* O tamanho médio das lesdes foi calculado pelo maior didmetro (mm).

LEGENDA: O percentual de reducdo do tamanho médio das lesdes e a cura completa foram obtidos
considerando a relacdo entre os valores médios das lesdes no tempo D1 (inicio do tratamento) e D33 (dia da
eutanasia). PA+Glu IL: Gel hidrofilico de paromomicina + antimoniato de meglumina intralesional administrado
em unicainfiltracéo, PA+ AnfLipo: Gel hidrofilico de paromomicina + anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose
unica; Glu IL + AnfLipo: antimoniato de meglumina intralesional administrado em unica infiltragdo +
anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose Unica; Glu IL: antimoniato de meglumina intralesional administrado
em unica infiltracdo; AnfLipo: anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose unica Glu IL; PA: Gel hidrofilico de
paromomicina; Controle: animais infectados e n&o tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Eficacia parasitologica

Em relagdo a avaliagcdo da carga parasitaria, ndo houve diferenca estatistica significativa na
lesdo (A) em nenhum grupo tratado. No bago, os grupos de animais que receberam a dose
unica de 10 mg/kg de anfotericina B lipossomal isolada ou em combinagdo com o gel
hidrofilico de paromomicina ou antimoniato de meglumina intralesional apresentaram
diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento (*p<0,05)

(GRAFICO 10).
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GRAFICO 10 Parasitas viaveis na lesio e bago de hamsters infectados com L. (V.)
brazliensis e tratados com gel hidrofilico de paromomicina topico, anfotericina B lipossomal

intraperitoneal ou antimoniato de meglumina intralesional
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LEGENDA: Parasitas viaveis na lesdo (A) e bago (B) de hamsters (Mesocricetus auratus) machos (n=4)
infectados na base da cauda com 200 uL de suspensdo de amestigotas de L. (V.) brazliensis e tratados em
diferentes esquemas com o gel hidrofilico de paromomicina topico, anfotericina B lipossomal intraperitoneal e
antimoniato de meglumina intralesional. Os parasitas foram determinados através da técnica de diluigcdo
limitante no dia da eutanasia dos animais, D33 (33 dias do inicio do tratamento). As barras horizontais
representam a média de parasitas vidveis nas lesdes ou nos bagos de cada grupo. Diferenca estatistica
significativa em relagdo ao controle sem tratamento foi obtida na avaliagdo da carga parasitéria do bago para os
grupos PA+AnfLipo, Glu IL+AnfLipo e AnfLipo (*p<0,05). PA+Glu IL: Gel hidrofilico de paromomicina +
antimoniato de meglumina intralesional administrado em unica infiltracdo; PA+ AnfLipo: Gel hidrofilico de
paromomicina + anfotericina B lipossomal 10 mg/kg dose Unica; Glu IL + AnfLipo: antimoniato de meglumina
intralesional administrado em unica infiltragdo + anfotericina B lipossoma 10 mg/kg dose uUnica, Glu IL:
antimoniato de meglumina intralesional administrado em unica infiltragco; AnfLipo: anfotericina B lipossomal
10 mg/kg dose Unica; Glu IL; PA: Gel hidrofilico de paromomicina; Controle: animais infectados e néo tratados.

FONTE: Elaborado pelo autor.

A toxicidade dos medicamentos foi avaliada através da massa corpdérea durante e apds o
tratamento. Os animais ndo tiveram perda de peso em nenhum momento da avaliagdo e nem
manifestaram caracteristicas que pudessem indicar efeito tdxico (pelo eri¢ado, agressividade,
diarréia ou outros). Ndo houve diferenga estatistica significativa entre os grupos tratados e o

grupo controle sem tratamento (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

Os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da leishmaniose cutdnea no Brasil
sdo administrados por via parenteral e causam efeitos adversos graves. Além disso, os
tratamentos exigem servigo ambulatorial ou hospitalizagdo do paciente e acompanhamento
frequente através de exames laboratoriais, o que acaba por influenciar seus custos finais
(ASSIS et al., 2017). Os estudos pré-clinicos sdo precursores na identificagdo de novos
farmacos, desenvolvimento de formula¢des € combinacdo de medicamentos e tém contribuido
para a avaliacdo de alternativas de tratamento para as leishmanioses (GONCALVES et al.,
2005; SEIFERT; CROFT, 2006; AGUIAR et al., 2009, AGUIAR et al., 2010; SEIFERT et
al., 2011; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2014; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015;
REIMAO et. al., 2016; TRINCONI et al., 2014; TRINCONI et al., 2016; TRINCONI et al.,
2017).

Pensando na contribui¢do dos ensaios pré-clinicos para orientar ensaios clinicos, este trabalho
avaliou esquemas de tratamento que podem ser mais eficazes, menos toxicos, acessiveis aos
pacientes e que requerem menor intervengdo ambulatorial e hospitalar. Os ensaios consistiram
na avaliacdo de protocolo de tratamento em monoterapia e em combinacdo bindria entre o gel
hidrofilico de paromomicina por via tdpica, a anfotericina B lipossomal intraperitoneal em
esquema de dose unica ou doses intervalares pela via intraperitoneal e o antimoniato de

meglumina intralesional.

6.1 Estudo da formulacdo do gel hidrofilico de paromomicina em hamsters infectados

com L. (V.) braziliensis e camundongos infectados com L. (L.) major

A tendéncia de redugdo moderada do tamanho médio das lesdes de animais infectados com L.
(V.) brazliensis e tratados com o gel hidrofilico de paromomicina, observada neste estudo, foi
anteriormente descrita. Resultados semelhantes de evolu¢do de tamanho de lesdo foram
descritos em outros estudos de avaliagdo do gel hidrofilico da paromomicina formulado pela
UFMG, em animais infectados com L. (V.) brazliensis, tratados durante 20 dias, administrado
uma ou duas vezes ao dia (GONCALVES et al., 2005; de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015).

Além disso, ndo houve redugdo significativa de parasitas viaveis na lesdo (local) e no bago
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(sistémica), na avaliacdo da carga parasitaria. Estes resultados corroboram os observados no

estudo de Morais-Teixeira e colaboradores (2015).

Um tnico ensaio clinico avaliou o gel hidrofilico de paromomicina formulado pela UFMG
em pacientes provavelmente infectados com L. (V.) braziliensis, em Corte de Pedras-BA. Dos
14 pacientes que chegaram ao final do estudo, 21% obtiveram cura completa; 50% melhora
clinica e considerando os retratamentos, houve 72% de resultados satisfatorios. Neste estudo,
foram registrados 29% de falha terapéutica (SANTOS et al. 2008). A melhora da taxa de
eficacia do tratamento com o gel de paromomicina, s6 foi possivel com o retratamento, o que
sugere que a acdo deste medicamento requer mais de 20 dias de tratamento. Possivelmente, no
modelo animal, para uma melhor eficacia do gel de paromomicina também seja necessario

tempo maior de exposi¢do ao medicamento.

Ao contrario do observado para L. (V.) brazliensis, o gel hidrofilico de paromomicina
formulado por Farmanguinhos-Fiocruz se mostrou muito ativo no tratamento de
camundongos Balb/C infectados com L. (L.) major, com 100% dos animais apresentando cura
clinica a partir de 28 dias apos o inicio do tratamento. A escolha de dois modelos para a
avaliacdo de atividade leishmanicida do gel hidrofilico de paromomicina formulado por
Farmanguinhos-Fiocruz, se justificou, por L. (V.) brazliensis ser a principal espécie
causadora de leishmaniose cutdnea no Brasil e pela suceptibilidade terapéutica do modelo
Balb/C - L. (L.) major. Estudos pré-clinicos, realizados com L. (L.) major vém mostrando alta
suscetibilidade ao tratamento com diferentes formulagdes de paromomicina topica (NEAL et
al., 1994; GROL et al., 1999; AGUIAR et al., 2009). A formula¢do do gel hidrofilico de
paromomicina formulado pela UFMG, também mostrou alta eficacia contra L. (L.) major e L.

(L.) amazonensis (MUSSI et al. 2007).

Os ensaios clinicos realizados no Velho Mundo, com pacientes infectados por L. (L.) major,
também apontam para alta sustibilidade desta espécie a diferentes formulagdes topicas de
paromomicina, com taxas de cura que variaram de 72% a 94% (EL-ON et al., 1986;
BRYCESON et al., 1994, BEN SALAH et al., 2009). A formulagdo de paromomicina a 15%
+ ureia 10%, administrada por 14 dias, ndo mostrou beneficio clinico em relagdo ao placebo
(BEN-SALAH et al., 1995; ASILIAN et al., 1995). Anos mais tarde, no entanto, ASILIAN et

al. (2003) mostraram que a taxa de cura para este tratamento é dependente do tempo de
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administracdo, sendo proposto pelos autores que o aumento do tempo de tratamento seria uma

alternativa para melhorar a eficacia desta formulacao.

O grupo de animais controle (de tratmento) do ensaio, tratados com antimoniato de
meglumina (200 Sb*°/kg/dia durante 20 dias), apresentou eficicia esperada de acordo com
estudo anterior realizado pelo grupo de PCPP, do Instituto René Rachou, no qual todos os
animais obtiveram cicatrizagdo completa da lesdo. De acordo com de Morais-Teixeira e
colaboradores (2015), doses mais baixas desse medicamento (20 ou 50 Sb**/kg/dia durante 20
dias consecutivos) ndo foram eficazes em reduzir o tamanho da lesdo no modelo hamster
(Mesocricetus auratus) infectado com L. (V.) brazliensis. A dose de antimoniato de
meglumina de 200 Sb**/kg/dia também se mostrou eficaz em reduzir parasitas viaveis no
bago. Os resultados estdo de acordo com os obtidos por de Morais-Teixeira e colaboradores

(2015), e indicam robustez dos ensaios neste modelo animal.

6.2 Estudo de esquemas de tratamento intervalar e em dose unica utilizando a

anfotericina B lipossomal intraperitoneal em hamsters infectados com L. (V.) brazliensis

Os estudos pré-clinicos e clinicos que avaliaram a eficcia da anfotericina B lipossomal para o
tratamento leishmaniose cutdnea nfo sdo conclusivos. O que motivou a avaliagdo da
anfotericina B lipossomal em dose unica para o tratamento da leishmaniose cutdnea em
animais infectados com L. (V.) brazliensis, foram os resultados de ensaios clinicos em
pacientes portadores da leishmaniose visceral no Velho Mundo. Nesses estudos, os pacientes
receberam doses unicas de 10 mg/kg ou 15 mg/kg, sendo obtidas taxas de cura de 96% a 98%
(SUNDAR et al., 2010; MONDAL et al., 2014; SUNDAR et al., 2014). Porém com outros
esquemas terapéuticos e regides, esta eficacia niio se confirmou. Na Africa Oriental, a
anfotericina B lipossomal foi avaliada em dois esquemas: dose unica de 7,5 mg/kg ou doses
intervalares de 3 mg/kg/dia (dias 1 a 5, 14 e 21 — dose total 21 mg/kg), com eficacia de 85% e
40%, respectivamente. (KHALIL et al., 2014). Em Bangladesh, a anfotericina B lipossomal
foi avaliada em esquemas de dose intervalar (3 doses de 5 mg/kg/dia), com taxa de cura de

96% (LUCERO et al., 2015).

Diante das varia¢des de eficacia com os estudos clinicos de anfotericina B lipossomal em

dose tnica e doses intervalares, optou-se por avaliar esquemas de dose Unica e intervalar, no
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modelo experimental. Os resultados mostraram que o esquema de dose tnica (10 mg/kg) foi
comparavel com a mesma dose total, porém administrada em intervalos de cinco dias
consecutivos (2 mg/kg/dia por 5 dias), tanto na redugdo do tamanho das lesdes, quanto na
reducdo de parasitas vidveis no baco. Os esquemas terapéuticos avaliados nido produziram
efeitos toxicos nos animais. Ndo foi encontrado na literatura relato de avaliagdo da
anfotericina B lipossomal em dose unica para o tratamento da leishmaniose cutdnea. No
entanto, estudos clinicos realizados na India e em Bangladesh para o tratamento da
leishmaniose visceral, observaram taxas finais de cura semelhantes com esquemas de dose
Unica e intervalares, de 98% (dose unica de 15 mg/kg) e de 96% (trés doses intervalares de 5

mg/kg/dia - dose total de 15 mg/kg) (SUNDAR et al., 2014; LUCERO et al., 2015).

N3ao ha ensaios pré-clinicos de avaliagdo da anfotericina B lipossomal em espécies causadoras
de leishmaniose cutdnea nas Américas. No Velho Mundo, € possivel verificar a eficacia da
anfotericina B lipossomal em animais experimentalmente infectados com L. (L.) major

(YARDLEY; CROFT, 1997; YARDLEY; CROFT, 2000).

Na Américas, Solomon e colaboradores (2007) avaliaram a eficacia da anfotericina B
lipossomal em sete pacientes portadores de leishmaniose cutanea por L. (V.) brazliensis. Os
pacientes receberam a dose de 3 mg/kg/dia nos cinco primeiros dias de tratamento e uma
sexta dose no 10° dia apds inicio do tratamento. A taxa de cura foi de 100% na avaliagdo
inicial (um més do fim do tratamento) e até os 12 meses de acompanhamento, ndo foram

observadas recidivas.

No Brasil, seis pacientes com leishmaniose mucosa sem resposta ao tratamento com
antimoniato de meglumina, receberam a anfotericina B lipossomal na dose de 2 mg/kg/dia por
periodo médio de 22 dias. Um paciente apresentou recidiva aos seis meses de
acompanhamento e os outros cinco pacientes foram considerados clinicamente curados, apos
26 a 38 meses de acompanhamento (SAMPAIO; MARSDEN, 1997). Outro estudo realizado
no pais também mostrou boa eficicia da anfotericina B lipossomal (em cinco pacientes
portadores de leishmaniose mucosa com histérico de tratamento com o antimoniato de
meglumina e contraindicag¢do ao desoxicolato de anfotericina B. A taxa de cura foi de 100%,
com tempo médio de cura de 102 dias. N&@o houve recorréncia no periodo de

acompanhamento do tratamento (7-14 meses) ¢ nem necessidade de re-tratamento (AMATO
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et al., 2007). Em outras avaliagdes no Brasil, com pacientes portadores de leishmaniose
mucosa, a eficacia da anfotericina B lipossomal foi elevada, mesmo em pacientes portadores

de HIV/AIDS (AMATO et al., 2011; ROCIO et al., 2014).

6.3 Estudo de definicoes de esquemas de tratamento utilizando antimoniato de

meglumina por via intralesional em hamsters infectados com L. (V.) brazliensis

O uso da via de administragdo intralesional em modelo animal infectado com leishménia ¢
pouco relatado. Travi; Martinez; Zea (1993) avaliaram hamsters infectados com L. (V.)
panamensis, submetidos a tratamento com o antimoniato de meglumina por via intramuscular,
intralesional ¢ a combinagdo de ambos. Os autores concluiram que a melhor eficacia foi
obtida com a combina¢do das vias intralesional e intramuscular com baixa dose de
antimoniato de meglumina. Outro estudo, que visava a avaliagdo de quinolonas como
tratamento leishmanicida, usou como controle o antimoniato de meglumina pela via
intralesional em camundongos Balb/C infectados com L. (L.) amazonensis. Os animais
receberam inje¢des de antimoniato de meglumina, via intralesional a cada cinco dias,
tratamento que levou a reducdo de 96% da carga parasitaria nas lesdes dos animais

(FOURNET et al., 1996).

Os estudos acima foram insuficientes em termos metodologicos para nortear um protocolo do
uso do antimdnio pentavalente pela via intralesional em modelo animal. No presente estudo, o
tratamento com o esquema de infiltragdo unica reduziu e estabilizou o tamanho das lesdes até
os 28 dias apds a aplicacdo, mas deste ponto em diante houve reativa¢do das lesdes. A
infiltragdo intralesional Unica, apesar de reduzir e estabilizar o tamanho das lesdes, nio foi
capaz de curar as lesdes até a avaliacdo final desse estudo. Entretanto, pela maior

simplicidade, a aplicagdo unica pode ser uma boa proposta para tratamentos de combinagao.

O esquema de tratamento semanal proporcionou a cura clinica da lesdo em 80%. Esse dado
foi muito proéximo ao observado no estudo clinico realizado pelo grupo, em pacientes
portadores de leishmaniose cutdnea, atendidos no Centro de Referéncia em Leishmaniose,
IRR-Fiocruz, Belo Horizonte. Neste ensaio, foi avaliado o esquema semanal de tratamento
com o antimoniato de meglumina intralesional, até a cicatrizag¢do da lesdo ou até o maximo de

oito aplicagdes. A taxa de cura obtida foi de 87% (RAMALHO et al., 2017). No estudo, foi
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usada metodologia de infiltragdo validada por Silva e colaboradores (2017). Em relacdo ao
esquema quinzenal de tratamento, foi obtida cura clinica em 100% dos animais. No Rio de
Janeiro, o antimoniato de meglumina intralesional, administrado em intervalos de 15 dias em
pacientes com leishmaniose cutanea, levou a taxa de cura final de 83% (VASCONCELLOS et
al., 2012).

Apesar da eficacia clinica observada com o tratamento intralesinal do antimoniato de
meglumina nos animais infectados com L. (V.) brazliensis, eficacia parasitologica ndo foi
obtida em nenhum dos esquemas avaliados. Os modelos animais permitem que se faca a
avaliagfo parasitologica através da remocgdo e andlise de seus 6rgdos e ou tecidos, o que gera
informagdes complementares. Embora nos ensaios clinicos o parametro cura da lesdo seja o
desfecho de eficacia do tratamento, o parametro parasitoldégico dos ensaios pré-clinicos

oferece uma informagao a mais.

6.4 Estudo de combinacio binaria entre o gel de paromomicina, anfotericina B
lipossomal intraperitoneal e antimoniato de meglumina intralesional em hamsters

experimentalmente infectados com L. (V.) brazliensis

A terapia baseada na combinacdo de medicamentos quando comparada a regimes
monoterapicos pode representar uma alternativa para o tratamento da leishmaniose cutinea,
por retardar o surgimento de resisténcia, aumentar a eficacia do tratamento e reduzir efeitos
adversos. O ensaio de combinagdes entre o gel hidrofilico de paromomicina, anfotericina B
lipossomal em dose tnica e o antimoniato de meglumina intralesional por infiltragdo tnica foi

proposto para avaliar esquemas simples e eficazes que possam orientar ensaios clinicos.

Todas as combinagdes avaliadas levaram a completa cicatrizagdo das lesdes em todos os
animais; entretanto, as combinagdes (e também as monoterapias) ndo foram capazes de
reduzir significativamente parasitas viaveis na lesdo. A observacdo de cura clinica, mas ndo
parasitoldgica, foi relatada em pacientes saudaveis anos apds finalizarem o tratamento,
indicando que apesar da cura clinica, o parasita pode persistir no organismo (SCHUBACH et

al., 1998a; SCHUBACH et al., 1998b; MENDONCA et.al., 2004).
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No essaio de combinagdes, o tratamento com a dose Unica de anfotericina B lipossomal (10
mg/kg) curou 50% das lesdes. Esse percentual ndo foi obtido no estudo de avaliacdo de
esquemas dose Unica e intervalar da anfotericina B lipossomal, nos quais, nenhum animal
tratado com dose Unica apresentou cura completa da lesdo. E provavel que essa diferenca
esteja relacionada a maior carga parasitaria (10* a 108) encontrada no grupo sem tratamento
do ensaio de avaliagdo de esquemas dose uUnica e intervalar em comparagdo ao estudo de
combinagdo entre medicamentos (10 a 10%). Resultados semelhantes foram observados para
os grupos tratados com antimoniato de meglumina intralesional e gel hidrofilico de
paromomicina. No entanto, apenas para anfotericina B lipossomal houve reducdo significativa

do tamanho da lesdo, nos dois ensaios.

Em relagdo a eficacia parasitologica no bago, somente nos esquemas que incluiram
anfotericina B lipossomal (combinagdo ou em monoterapia) ocorreu reducdo significativa de
parasitas viaveis. A combinag¢do entre o gel hidrofilico de paromomicina tépica e o
antimoniato de meglumina intralesional infiltragdo unica, ndo foi capaz de levar a redugdo
significativa de parasitas no bacgo. Entretanto, a avaliagdo da combinacdo entre o gel
hidrofilico de paromomicina topico com subdose de antimoniato de meglumina administrado
pela via intraperitoneal (20 dias de tratamento) mostrou reducdo significativa de parasitas
viaveis no baco (de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015). Assim, em modelo experimental, a via
de administra¢do sistémica do antimoniato de meglumina parece favorecer a redugdo de
parasitas no baco. A possibilidade de reduzir doses de medicamentos sistémicos e associar
essas baixas doses a medicamento de uso topico, como o gel hidrofilico de paromomicina,
pode significar ganho para o tratamento da leishmaniose cutanea, pela capacidade de reduzir

os efeitos adversos e promover sinergia.

O sinergismo entre a paromomicina, tanto com o antimoniato de meglumina, quanto com a
anfotericina B, foi observado em ensaio in vitro de amastigota intracelular em macrofagos
murinos infectados com L. (V.) brazliensis (de MORAIS-TEIXEIRA et al., 2014). Na
avaliagdo das combinag¢des do presente estudo também foi verificada melhora da eficacia

clinica dos animais infectados com L. (V.) brazliensis.

Uma série de estudos anteriores mostram melhor eficacia quando o gel hidrofilico de

paromomicina formulado pela UFMG foi combinado a outros medicamentos leishmanicidas.
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Gongalves e colaboradores (2005) mostraram que combinagdo entre o gel hidrofilico de
paromomicina e baixa dose de antimoniato de meglumina foi mais eficaz em reduzir o
tamanho das lesdes do que os medicamentos em uso Unico, em camundongos infectados com
L. (L.) amazonensis. Em outros estudos, o tratamento combinado de miltefosina oral e gel
hidrofilico de paromomicina formulado pela UFMG em animais infectados com L. (L.) major
ou L. (L.) amazonensis induziu significativa redu¢do do tamanho da lesdo e carga parasitaria

(AGUIAR et al., 2009; AGUIAR et al., 2010).

O tratamento com a formulacdo do gel hidrofilico de paromomicina formulado por
Farmanguinhos-Fiocruz ndo causou irritagdo na pele dos animais e ndo foram observados
sinais de toxicidade. Diferente do observado em ensaio clinico, realizado na Colombia, com
pacientes com leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) guyanensis, tratados com combinago
de pomada de paromomicina/cloreto de metil-benzetonio tdpica e antimoniato de meglumina
administrado em curto periodo de tempo (20 mg Sb*°kg/dia durante 7 dias). Os efeitos
adversos relatados foram ardor, formag¢do de bolhas e inflamacdo no local da aplicagdo
(SOTO et al., 1995). As reacdes locais com esta formulagdo ja foram atribuidas a presenca do

cloreto de metil-benzetonio (EL-ON et al., 1986; EL-ON et al., 1992).

Dentre as combinagdes, a administracdo binaria entre o gel de paromomicina tépico e o
antimoniato de meglumina intralesional apresenta potencias vantagens visando futuros
ensaios clinicos. Esses poderdo subsidiar novas opg¢des terapéuticas frente as terapias
sistémicas preconizadas, que sdo associadas a alta frequéncia de efeitos adversos (OLIVEIRA
et al., 2011). A possibilidade de um tratamento topico com paromomicina em regime
domiciliar conduzido pelo paciente, combinado a Unica interveng¢do ambulatorial, pela
administracdo do antimoniato de meglumina intralesional, possui vantagens em relagdo as
opgdes terapéuticas atualmente disponiveis, por ser mais confortavel para o paciente € ndo
requerer internagdo. Outra vantagem é o uso de doses mais baixas do antimoniato de
meglumina, possivel pelo tratamento intralesional, que em teoria, podera reduzir sua

toxicidade, representando menos eventos adversos ao paciente (RAMALHO et al., 2017).

A anfotericina B lipossomal, devido a algumas especificadades, como longo tempo de
infusdo, ¢ administrada apenas em ambiente hospitalar, exigindo completa monitorizagdo de

eventos adversos (SOLOMOM et al., 2007). As outras duas combinagdes avaliadas neste
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estudo (PA+AnfB Lipo e AnfB Lipo + Glu IL) envolvem a anfotericina B lipossomal e, em
uma pespectiva clinica, ainda exigiriam que o tratamento fosse realizado em regime de
intern¢do. No entanto, com a possibilidade de uso de uma unica dose desse medicamento, o
tempo de hospitalizacdo do paciente seria certamente menor quando comparado ao esquema
terapéutico para anfotericina B lipossomal atualmente recomendado pelo Ministério de Saide.
A anfotericina B lipossomal ¢ um medicamento reconhecido por sua elevada eficacia
asssociada a redug@o dos efeitos adversos, possivel pela encapsulacio do farmaco em
lipossomas que sdo direciomados aos orgdos alvos da leishmaniose (VYAS; GUPTA, 20006).
A possibilidade de combinac¢do de dose Unica de anfotericina B lipossomal combinada com o
gel de paromomicina ou o antimoniato de meglumina intralesional levou a resultados
satisfatorios em avaliagdo pré-clinica e pode servir de orientagdo para ensaios clinicos futuros,
ampliando as possibilidades de esquemas de tratamento e asssim abrangendo todos os grupos

de pacientes.
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7 CONCLUSOES

- O gel hidrofilico de paromomicina se mostrou eficaz no tratamento de lesdes de animais
experimentalmente infectados com L. (L.) major e eficacia moderada em infecgdo por L. (V.)

brazliensis;

- O tratamento realizado com anfotericina B lipossomal por via intraperitoneal em dose tnica

possui a mesma eficacia quanto a mesma dose, administrada em cinco dias consecutivos;

- O tratamento com antimoniato de meglumina administrado por infiltracdo intralesional
semanal ou quinzenal ¢ eficaz no tratamento de animais infectados por L. (V.) brazliensis. A
infiltragdo intralesional unica, apesar de reduzir o tamanho das lesdes, ndo foi capaz de

eliminar parasitas da lesdo;

- As combinagdes bindrias entre o gel hidrofilico de paromomicina, anfotericina B lipossomal
via intraperitoneal e antimoniato de meglumina intralesional representam alternativa para o
tratamento da leishmaniose cutdnea causada por L. (V.) brazliensis e encorajam futuros

ensaios clinicos.
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