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Imunoterapia da Leishmaniose Tegumentar Americana

American Tegumentary Leishmaniasis Immunotherapy

Roque P. Almeida, Jussamara S. Brito, Paulo R. Machado
Servigo de Imunologia, Hospital Universitdrio Prof. Edgard Santos, Faculdade de Medicina da Bahia da

Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil

O uso decitocinas ou de seus bloqueador es na leishmaniose tem sido estudado em varios
ensaios clinicos, em funcéo da imunopatogénese da doenca e das dificuldades com uso
convencional doantimonial pentavalente. O fator decrescimento decoléniasdegranulécitos
emondcitos(GM-CSF) possui capacidade de matar aleishmaniain vitro, modulando aresposta
imune. Dois estudos randomizados e contr olados verificaram sua utilidade como terapia
adjuvanteaoantimonial. No primeiro estudo, 0 GM -CSF aplicadointralesionalmentenalcer a,
associado ao tratamento com antimdnio, diminuiu seu tempo decicatrizacao de 110 + 61 dias
(grupo controle) para 49 + 33 dias (p<0,05). No segundo estudo, o GM-CSF foi aplicado
topicamente sobreaulceracéo, reduzindootempodecurade 104 + 79diaspara43 + 14 dias
(p<0,05), comparado ao grupo controle. O racional parautilizar um inibidor da producéo de
TNF-a (pentoxifilina) naleishmaniose mucosa (L M) ébaseado em obser vagBes que associam
essa citocina a dano tecidual. Um estudo aberto verificou a eficacia da pentoxifilina or al
associada ao antimonial em 10 pacientescom LM, refratariosao tratamento convencional.
Nove dos 10 pacientes curaram as lesfes mucosas em até 90 dias apds o tratamento, sem
apresentar recidivaapésum ano deacompanhamento. Adicionalmente, um estudo randomizado
econtrolado documentou que a associacdo da pentoxifilinaao antimonial acelerou acurada
LM, sem necessidade de uma segunda série, comparado com o grupo controle. Essesdados
suger em que o GM-CSF eapentoxifilina associadosao antiménio devem ser consideradosno
tratamento de casosrefratariosou gravesdeleishmaniosetegumentar.

Palavras-chave: Leishmaniose cutéanea, leishmaniose mucosa, antimoénio, GM-CSF,
pentoxifilina, tratamento, imunoter apia.

Cytokinesor cytokine antagonistshavebeen usedin clinical trialsin tegumentary leishmaniasis
because of theimmunopathogenesis of this disease and the difficultiesassociated with antimony-
based standard therapy. GM-CSF modulatesimmuneresponse and isableto kill leishmaniain
vitro. It has been used to treat CL patientsin two double-blind, randomized, placebo-controlled
studiesasan adjuvant therapy to antimony. I n thefirst study, intralesional GM-CSF plusantimony
significantly decreased the healing time of CL ulcers when compared to patients who received
antimony alone (49+32.8 versus 110+61 days, p<0.05). I n the second study, GM-CSF wasapplied
locally to treat CL ulcers. The patientswho received GM-CSF plus antimony healed faster than
control patients (43+14 versus 104+79 days, respectively, p<0.05). Theuseof aTNF-¢ inhibitor
(pentoxifylline) in mucosal leishmaniasis(ML) isbased on observationsthat suggest a significant
participation of this cytokine in tissue damage. An open study was carried out to evaluate the
efficacy of oral pentoxifylline associated with antimony in 10 refractory ML patients. Nine out
of ten cases were cured within 90 days following therapy and showed no evidence of relapse
after one-year follow-up. Additionally, a randomized and placebo controlled study confirmed
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that pentoxifylline associated with antimony reduces the healing time in ML patients when
compared to the control group, and requires no second course of antimony. These data show
that GM-CSF and pentoxifylline plusantimonial therapy should be considered for the treatment
of cutaneous or mucosal leishmaniasisin patients who are refractory to antimony therapy or
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those with severe forms of the disease.
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As diversas formas clinicas da leishmaniose
tegumentar americanaestdo associadasaum amplo
espectro derespostaimune, variando desdeumaforte
resposta Th1 nale shmaniose mucosa, em contraste
com uma pobre ou ausente resposta Thl na
leishmaniose cutaneadifusa®?®. Ospacientescom as
outras formas de | ei shmani ose cutanea apresentam
respostaimune variavel, porém com predominio de
resposta imune Th1l, principalmente nas formas
ulceradas e localizadas. O conceito de que uma
resposta imune exacerbada pode ser prejudicial ao
hospedeiro tanto quanto umadeficiénciadestaresposta
éimportante para o entendimento dapatogénese da
doencga, assim como podefornecer oraciona paraa
imunoterapia. A presenca de um equilibrio entre a
producdo de citocinas Thl e Th2 e entre aresposta
Imune protetorae amodul agdo dessaresposta, como
observadaem individuoscom aformasubclinicada
infeccdo causadapor L. braziliensis®™, indicaquea
modul agdo darespostaimune pode ser fundamental
para evitar o aparecimento de lesdes teciduais nos
individuos que estdo expostosainfeccao.

A documentagdo daexisénciadeumaforteresposta
inflamatdriae citotoxicacom escassez de parasitasna
lesdo sugere que o dano tecidual observado na
|e shmani ose cuténea.e mucosaétambém conseqiiéncia
da incapacidade do hospedeiro de controlar esta
resposta. Essefendmenotorna-seaindamaisrel evante
no contexto onde arefratariedade ao tratamento com
antimonia pentavalente (Sh') eapresencaderecidiva
seassociam aosdiversosefeitos col ateraisdevidosao
uso parenteral de SbY ou anfotericina B, limitando o
controle adequado da doenca. Todos esses fatores
ressdtamaimporténciade pesquisar novasmodaidades
tergpéuti cas que contribuam parafacilitar otratamento
nas &reas endémicastendo como base o conhecimento
dosmecanismosdaimunopatogénesedalL TAecomoa

Imunoterapiapode contribuir parao tratamento dessas
doencas.

Imunoterapianal eéishmaniose Cutanea

A forte associagéo entre a resposta imune do
hospedeiro e apatogeniadainfeccdo por leishmania
faz com queamodul agéo darespostaimunesgauma
das estratégias mais estudadas para o controle e a
prevencdo daleishmaniose. Experimentalmente, a
combinacdo deimunoterapiaequimiotergpiatem sdo
usada para aumentar a resposta ao antimonial. Em
model osexperimentaisdeleishmaniose, adeplecdode
IL-4 em camundongos BAL B/c infectados com L.
major aumentou aeficaciadaterapiacom antimonial
@3, Damesmamaneira, acombinacdo delL-12 com
antimonial induz aumarespostaprotetorae promove
cura nos camundongos infectados 9. Na ultima
década, tém sido acumuladas experiéncias com
citocinas e antagonistas de citocinaspara o tratamento
daleishmaniose. A associacéo de | FN-y administrado
sistemicamente eantimonial pentavaentefoi efetiva
paraacurade 11 pacientescom LTA ouleishmaniose
MuCOSa, resi stentes aterapéuticacom antimonial 2,

Ofator de crescimento de colbniasdegranul écitos
emacréfagos (GM-CSF) éumaglicoproteinade peso
molecular de 23.000 kDa, com papel importante no
crescimento de cd ulashematopoi éticas. A suaatividade
biol 6gicaprimériaéainducéo de coldniasmadurasde
granul écitose/ou macréfagos@. Estudospréviostém
mostrado que o rhGM-CSF pode alterar aresposta
imune a leishmania em humanos, por aumento da
ativacdo macrofégica, inducdo de cicatrizacéo e
fibrose, e/ou por indugdo de umarespostaimune Thl
levando a uma apresentacdo mais eficaz de
antigenos161834),
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Almeidaet a. @ demonstraram, em um estudo
duplo cego, randomizado, placebo controlado, que o
uso rhGM-CSF intralesional na dose de 400ug,
dividido em 2 dosesde 200ug comintervalode7 dias,
associado ao tratamento com antimonial (20mgSh'/
Kg/dia/20dias, 1) naleishmaniose cutaneaaumenta
significativamenteachance dealesdo estar curadaaté
40 dias de tratamento (Figura 1). Esse tratamento
também reduziu o tempo de curaem mais de 50%
guando comparado com os pacientes tratados com
antimonial e placebo. O tratamento com GM-CSF e
antimonio aumentou significativamenteaproducao de
IL-10 por cé ulasmononuclearesdo sangue periférico
no oitavo dia de tratamento, em relagdo ao grupo
tratado com antimonia isoladamente. A IL-10 éuma
citocina que inibe a resposta pré-inflamatéria
suprimindo a sintese de IFN-y por células T ou
suprimindo a fungdo macrofégica, portanto, tem
propriedadesimunorregulatdrias®. E possivel quea
faltade umamodul acéo adequada darespostaimune,
gue pode ser conseguida pela IL-10, contribua na
exacerbacao da inflamagdo e no dano tecidua na
leishmaniosecutanea.

Com base na observacéo daeficaciadaaplicacéo
topicaderhGM-CSF em baixadosagem naci catrizacéo
deUlcerasdapernadeorigemvascular @, avdiamoso
uso do rhGM -CSF tépico em baixadosagem (10ug/
aplicacdo, 3 vezes por semana, por 3 semanas),
associado ap antimonid pentava ente (20mgSo'/Kg/dial
20 dias, 1V), no tratamento de pacientes com
leshmeaniosecuténeaem um estudo randomizado, duplo-
cego, placebo controlado, comparando com o
tratamento comantimonid eplacebo. Houvediminuicéo
sgnificativado tempo decicatrizagcdo nale shmaniose
cuténeaem relacdo ao grupo placebo (Figura2)©?, sem
efeitos colaterais e sem recidiva da doenca apds um
ano deacompanhamento. Estesdoisestudosabremuma
grande perspectiva para o uso do GM-CSF no
tratamento da leishmaniose cutanea como uma
modalidade maissimplesdetratamento, com o custo
final mais baixo e que pode ser utilizado nas &reas
endémicas.

O imiquimod a5% € um novo imunomodul ador
aprovado pelo Federal Drug Administration (FDA,

USA) parauso topico como creme. Estadrogaexibe
aividadeantivira invitroeem mode osexperimentals.
Temsdo utilizadaparaotratamentodeverrugasgenitais
por HPV ©. Experimentalmente, o imiquimod foi
efetivo parao tratamento daleishmanioseinduzidaem
camundongos® g, invitro, ativamacréfagoscontraa
leishmania®. Um estudo aberto com 12 pacientes
portadores de leishmaniose cuténea resistentes ao
tratamento com antimonid isolado mostrou curadinica
em 90% dos pacientes seguidos com aassociacdo do
antimonial ao tratamento topico com imiquimod uma
vez ao diadurante 20 dias®. Osresultados obtidos
com esse estudo aberto apontam paraanecessidade
deumademonstracéo dos mesmosresultadosemum
ensaio clinico randomizado, placebo controlado.

A falénciaterapéuticaobservadacom o antimonia
emtodasasformasclinicasdeleishmanioseeasreactes
adversasrel acionadas adose e duracdo do tratamento
apontam paraanecessidade de novas estratégiaspara
o tratamento dessadoenca. Asobservacoesde quea
imunoterapiaadjuvante, dém dediminuir otempo de
cicatrizag8o daslesdes, éefetivaparao tratamento de
formasres stentestornam essaperspectivaterapéutica
amaispromissoraatua mente.

ImunoterapiadaL eishmaniose M ucosa

A leishmaniosemucosa(LM) éumaformagravede
LTA queseassociaaintensasdeformidadeseseqiielas.
Ofato dendo sedescrever curaesponténeanestaforma
deleishmaniose, eaevolucdo lentae progressivada
doenca, que poderesultar em éxitoletal ??, sublinham
anecess dade de sedesenvolver umtratamento eficiente
e seguro para essa enfermidade. No entanto, até o
presente momento, aL M representaumadoencana
qual um tratamento associado aato indicedecurae
bai xamorbidade permanecem um dessfio.

Quimioterapiaespecifica

O emprego do Sh' ainda é a melhor opcao
terapéuticano controleda LM, mesmo apds 50 anos
dasuaintroducéo no arsena de medicamentosusados
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Figura 1. CurvadeKaplan-Meiyer do ensaio clinico, randomizado, duplo cego, placebo controlado, usando
GM-CSF intralesional (200ug) por injecéo, em 2 doses com intervalo de 8 dias associado ao antimonial
pentavalente (20mg/Kg/dia, 20dias, V) esdinaintrales onal associado ao antimonia pentava ente (20mg/Kg/
dig, 20dias, V). A curvamostraaproporcao de pacientes ndo curados com GM-CSF associado ao antiménio
( ) e placebo associado ao antiménio ( .......... ) apds seguimento clinico de 360 dias.
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Figura2. CurvadeKaplan-Melyer do ensaio clinico, randomizado, duplo cego, placebo controlado, usando
GM-CSF aplicado topicamente sobre al (10ug) por aplicacéo, em 9 doses, 3 vezes por semana, por 3
semanas, associado ao antimonial pentavalente (20mg/Kg/dia, 20 dias, IV) e salinaaplicadatopi camente nos
mesmosinterval os acima, associadaao antimonial pentavalente (20mg/Kg/dia, 20 dias, V). A curvamostraa
propor¢ao de pacientes ndo curados com GM-CSF associado ao antimonio ( ) e placebo associado ao
antiménio(.......... ) apds seguimento clinico de 360 dias.
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na LTA . Embora a maioria dos pacientes sejam
curados.com esse medicamento, anecessidade de usar
doseseevadas (20 mg/K g/dia) e por umlongo periodo
detempo (30 dias) muitasvezesresultano gparecimento
detoxicidade, quepodeimpedir amanutencéo dadroga
Adicionamente, muitos pacientes podem precisar de
nova(s) Srie(s) detratamento, aumentando aincidéncia
deefeitoscolaeraiseo custo do tratamento. A resposta
a0 uso de Sh' em pacientescom LM évariavel. Falha
terapéutica tem sido relatada em até 37% dos casos
@) enquanto um estudo realizado em Corte de Pedral/
BA documentou que 17% dos pacientes com LTA,
causada por L. brazliensis, tratados com Sb,
apresentam recidivaem periodosvaridveisdetempo
), Diversosefeitos colateraistém sido associadosao
usodo S, incluindo artralgia, miagia, dor abdomindl,
néusess, cefdéa, cardiotoxicidade, €evacdo deenzimas
hepéti case de enzimas pancreéticas. A anfotericinaB €
a melhor opcdo para os pacientes com LM n&o
responsiva a antimonial pentavalente, porém seu
emprego regquer hospitalizacdo esuautilizacdo elimitada
pelatoxicidade®.

Imunoterapia

O racional para 0 emprego de imunoterapia no
tratamento da LM tem por base a presenca de um
intenso infiltrado inflamatério tecidual, contrastando
com apequena quantidade (nem sempre detectavel)
de parasitasin situ ¥, e exacerbacdo darespostade
imunidade celular contra o agente parasitario .
Emboraaandise daexpressdo de RNA mensageiro
paracitocinasnalesdo mucosamostre um padréo misto
Thl e Th2, com predominéncia de IFN-y, TNF-a,
IL-4 e IL-10 @7, um estudo recente, realizado por
nosso grupo @, mostrou ata producéo de IFN-y e
TNF-a no sangue periférico, cujaprincipal fonte séo
ascéulasCD4+. Adicionalmente, aadicdodelL-10
ou TGF-f neste sistema néo é capaz de modular a
ataproducdo dessascitocinasinflamatorias.

Diversos estudos indicam uma importante
participacdo do TNF-o na génese dalesdo tecidual
nos pacientes com LM: ataproducdo de TNF-co. in
Vivo evidenciada pel osnivel sel evados dessacitocina

no soro de pacientes com LM, comparados aos
pacientes com LC ®; alta produgdo por células
mononucl eares do sangue periférico em respostaaos
antigenosde Leishmania ®; ediminuicdo dosniveis
de TNF-o apbsotraamentodalM @9, Essaelevada
producdo de TNF-a e também de IFN-y contribui
paraasintese de 6xido nitrico !9 e paraadestruicéo
da Leishmania; porém, uma ata producdo dessas
citocinas pro-inflamatorias pode também resultar em
umaintensarespodtainflamatdriaedanotecidud. Esses
dados sugerem gque uma intervencdo terapéutica
baseadanadiminuicdo dosniveisde TNF-a poderia
beneficiar esses pacientes, a exemplo do eritema
nodoso hansénico onde atalidomidaeapentoxifilina
S30 empregadas com sucesso, através dainibicdo da
sintese desta citocina®13339,

A pentoxifilinaéumadrogadeefeito vasodilatador,
causando diminuicdo da adesividade e agregacéo
plaquetaria®. A atuacdo dapentoxifilinano bloqueio
daproducdo de TNF-o. ocorre através dainibicdo da
transcricdo do gene paraestacitocina™. Outrasaces
no sistemaimune e seus ef eitos ja foram descritos:
aumento daquimiotaxiae deformidadeleucocitaria;
diminuicdo daresposta leucocitariaalL-1 e TNF;
inibicdo daativacdo delinfocitos T e B edaatividade
decélulasNK (03637,

Em nosso estudo, aassoci acdo dapentoxifilinacom
antimonial foi avaliada em 10 pacientes com LM
refratéria, ou sgja, com falhade pelo menos 2 séries
de tratamento com Sb'. A Tabela 1 mostra o perfil
clinico dos pacientes. O acompanhamento
otorrinolaringol 6gicofoi redlizado acada30 dias, até,
no minimo, 1 ano, sendo depoisrealizado acada90
dias. O tratamento foi realizado com Shb' na dose
padréo de 20 mg/K g/diaassociado apentoxifilinana
dosede 400 mg, 3 vezesao dia, durante 30 dias®. A
curafoi documentadaem 9 pacientes, ocorrendo em
menos de 60 dias (8 casos) e 90 dias (1 caso) do
inicio do tratamento. O Unico paciente com falha
tergpéuticaapresentavalongaduracéo dadoenca (128
meses) ejahaviautilizado oito s&riesde Sb'. Osniveis
de TNF-o antes do tratamento (776 = 342 pg/mL),
cairam para94 + 57 pg/mL (p < 0,05) apds 60 dias
de tratamento. A associagdo medicamentosa da
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Tabela 1. Perfil clinico dos pacientes com | e shmaniose mucosarefrataria

Paciente ldade/Género Leishmaniose Duracdo Reacdode Séries Doenca
cuténeaprévia dadoenca Montenegro préviasde nasal

(meses) mucosa (mm) antimonio
(meses)
TCM 10/F N&o 12 13 2 perfuracéo do septo
RJS 11/F 108 14 15 4 Ulcerasuperficia
MSS 23/M 120 9 25 2 deformidadeda
piramidenasa e
perfuracéo do septo
MC 43/M 6 5 21 2 perfuracéo do septo
RSS 16/M 36 128 15 8 perfuracéo do septo
AES 21/M 36 6 27 2 Ulceraprofunda
RS 31/M 6 6 24 2 Ulceraprofunda
JiB 26/M Né&o 5 15 2 Ulceraprofunda
JGS 51/M 132 108 13 4 perfuracéo do septo
LLS 58/M 360 6 14 3 Ulceraprofunda

Todos 0s pacientes apresentavam um teste cutaneo positivo para Leishmania, diagndstico de |eishmaniose mucosa por cultura
para Leishmania ou histopatol 4gico, e apresentaram falha terapéutica em pelo menos duas séries de antimonia pentavalente.

Figura3. Aspecto clinico dale shmaniosemucosa 3A - Leishmaniose mucosacominfiltracdo granulomatosana
fossa nasal direita e perfuracéo septal (RNF — fossa nasal direita; Se — septo; * - perfuracéo septal. 3B -
Reepitelizacdo completada mucosa e da perfuracao septal 90 dias ap6s o inicio do tratamento no grupo da
pentoxifilina(RNF—fossanasal direita; Se—septo; LNF —fossanasal esquerda).

A B
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pentoxifilinacom antimonial foi seguraeapenasum
paciente apresentou nausea, sem necessidade de
suspender 0 uso dasmedicagdes. O acompanhamento
posterior dos 9 pacientesjacompletou 4 de evolucéo,
sem documentacdo derecidivaem nenhum doscasos.
N&o existe nenhumaevidénciade que apentoxifilina
destrua diretamente aLeishmaniain vitro ou tenha
capacidade de ativar macréfagos. Portanto, amaior
contribui¢do dapentoxifilinanarespostaterapéutica
observada nesse estudo parece se dever a uma
reducdo na reacdo inflamatéria por inibicdo na
producdo do TNF-o e, consequientemente, ao dano
tecidual. Além disso, o ef eito vasodilatador dadroga
poderiapermitir um maior acesso dos mecanismosde
defesae/ou do antimonial pentavalente notecido e,
por consequiéncia, maior destrui¢éo dalLeishmania.

Essesresultados positivostornaram necessario um
estudo controlado com placebo no sentido de
confirmar o beneficio desta associagdo no manejo
eficientedale shmaniosemucosa. Umensaio clinico,
duplo-cego erandomizado, foi realizado paraavaiar
0 uso de pentoxifilina associada ao antimonial
pentavalente comparado com Sh' isolado em 23
paci entes sem tratamento prévio. Todos os pacientes
do estudo apresentavam doencagrave, com presenca
de granulacéo e perfuragdo septal, ou ulceracéo
mucosa. Os pacientes foram tratados com Sh¥
(20mg/K g/dia) e pentoxifilinaoral (400 mg, 3 vezes
ao dia) por 30 diasou Sh' (20mg/K g/dia) e placebo
oral (3 vezesao dia) pelo mesmo periodo. Todos 0s
pacientes do grupo da pentoxifilinaforam curados
em até 90 dias apds uma série de tratamento,
enquanto 5 dos 12 pacientes do grupo placebo
(41,6%0) necessitaram de umasegunda série paraobter
acura(Figuras3A e3B). O tempo decicatrizacdo no
grupo da pentoxifilina foi de 84,5 + 38,7 dias
comparado a 145,8 + 98,6 dias no grupo placebo
(p=0,039). Nenhumarecidivafoi documentadaem
ambos 0s grupos apds, ho minimo, um ano de
acompanhamento. Esses dados demonstram que a
associ acao dapentoxifilinaao tratamento padréo com
antimonia pentavalentenalL M acdleraotempodecura
dadoenca, evitando 0 uso de sériesadicionaisde Sb’
ao curar 100% dos casos.

Essesresultados demonstram que apentoxifilina
em associacdo com S foi capaz de curar pacientes
comumaformarefratériade LM de maneirasegura
eeficiente, dado confirmado por estudo controlado
com placebo em pacientescom doengagrave, no qual
aprimeirasériedetratamento com aassociacdo curou
todos os casos. Esse fato merece ser ressaltado ja
gue aLM muitas vezes esta associada a uma alta
falhaterapéutica e que a anfotericina B, droga de
segunda escol ha nessa situag&o, possui inUmeros
efeitoscolaterais, exigindo hospitalizacdo gera mente
prolongada. Nossos dados permitem arecomendagéo
dequetodosospacientescom o quadrodeLM grave
0OU N30 responsivaao uso inicial demonoterapiacom
Sb¥ sgjam tratados com aassociagéo de antimonial e
pentoxifilina, antes do uso de outras drogas.
Adicionalmente, a comprovacdo de que a
imunoterapia, tendocomooavoo TNF-o,, naLM é
eficaz, abre perspectivas paraarealizagdo de outros
ensai os terapéuti cos com outros medi camentos de
acdo semelhante, ou a propria pentoxifilina, em
associagdo com Sb' em doses menores, com 0
beneficio de maior praticidade assistencial nazona
rural e menor toxicidade para os pacientes. Esta
contribui¢do pode ser inestimavel parao controle
destadoencaintriganteegrave queatingeumaparcela
consideravel deindividuosem idade produtivano
meiorural, onde acarénciade assisténciameédicaé
umarealidade.
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