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Estudo comparativo entre miltefosina oral e antimoniato
de N-metil glucamina parenteral no tratamento
da leishmaniose experimental causada por
Leishmania (Leishmania) amazonensis

Comparative study between oral miltefosine and parenteral N-metil
glucamine antimoniate for the treatment of experimental leishmaniasis
caused Leishmania (Leishmania) amazonensis

Arnoldo Velloso da Costa Filho', iris Campos Lucas' e Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio'

RESUMO

Vinte e cinco camundongos infectados com Leishmania amazonensis foram tratados com antimoniato de N-metil glucamina e miltefosina oral. Critérios:
medidas das patas, pesquisa de amastigotas e culturas apds-tratamento. Miltefosina: 2,43mm e glucamina 3,46mm (p=0,05). Miltefosina: esfregacos
e culturas negativos. Glucamina: 2 esfregacos positivos e culturas positivas (<0,05). Concluimos que miltefosina foi semelhante 2 glucamina.

Palavras-chaves: Miltefosina. Leishmaniose cutinea. Leishmaniose cutanea. Terapia.

ABSTRACT

Twenty-five mice were infected with Leishmania amazonensis and treated with glucamine and oral miltefosine. The criteria used were pad measurements and
investigations of amastigotes and cultures after treatment. Measurements: miltefosine 2.43 mm and glucamine 3.46 mm (p: 0.05). Miltefosine smears and cultures
were negative. Glucamine produced two positive smears and the cultures were positive (p < 0.05). Miltefosine was similar to or better than glucamine.

Key-words: Miltefosine. Cutaneous leishmaniasis. Cutaneous leishmaniasis. Therapy.

0 tratamento de primeira escolha da leishmaniose cutineo-
mucosa € o antimoniato de N-metil-glucamina que administrado
por via parenteral apresenta toxicidade elevada e é ineficaz em
muitos casos' . Outras medicagdes como a anfotericina B e
a pentamidina apresentam desvantagens similares. Portanto,
a toxicidade e o indice de recidivas e resisténcia as drogas
justificam a busca de novas drogas para tratar a leishmaniose
tegumentar' 24121415 A miltefosina (hexadecilfosfocolina),
medicamento originalmente desenvolvido como antineoplasico,
tem agdo eficaz sobre as leishménias® 7891018192022 Esta droga age
interferindo na membrana celular do parasita, sem interagir com
0 DNA, depois modula a composigio lipidica, a permeabilidade e
fluidez da membrana, assim como o metabolismo de fosfolipideos,
induzindo morte celular por apoptose' %2,

Tem sido testada com bons resultados iz vitro, em formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani, desde
1987° 1122 e a partir de 1992, in vivo, na leishmaniose visceral
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experimental. A partir de 2005 foi testado, iz vitro, em formas
promastigotas de Leishmania (Vianna) braziliensis e Leishmania
(Vianna) guyanensis. Mais recentemente foram testadas in vitro
formas amastigotas nas principais espécies de interesse para o
nosso pais (Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania
(Vianna) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis
e Leishmania (Vianna) guyanensis) com demonstragio de
acdo sobre as mesmas (EM Teixeira, MK Galuppo, FO Silva, QS
Damasceno, A] Romanha, A Rabello: dados no publicados).

Tendo em vista a importiancia das leishmanioses e as
dificuldades envolvidas em seus tratamentos, tais como resisténcia
a0s antimoniais, a miltefosina surgiu como um medicamento
promissor para o tratamento da leishmaniose tegumentar,
sendo administrado por via oral e com menos efeitos colaterais,
chegando a ser registrado na India para o tratamento da
leishmaniose visceral (calazar) em 20022

0 objetivo do atual projeto foi estudar e comparar a eficicia
da miltefosina oral no tratamento da leishmaniose experimental
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causada por Leishmania (Leishmania ) amazonensis, com a
droga de primeira escolha usada atualmente, antimoniato de
N-metil-glucamina.

0Os animais usados foram camundongos isogénicos, sexo
masculino, cepa C57BL/6. Os parasitas foram identificados como
Leishmania (Leishmania) amazonensis, por isoenzimas e
anticorpos monoclonais especificos e mantidos em nitrogénio
liquido no Laboratério de Dermatomicologia da Faculdade de
Medicina (UnB) onde foram descriopreservados.

Os parasitas (Leishmania (Leishmania ) amazonensis foram
submetidos a curva de crescimento. O nimero de parasitas foi
quantificado em intervalos de 24 horas por sete dias consecutivos,
e a contagem sempre foi realizada no mesmo horirio. O objetivo
da curva foi avaliar o crescimento dos parasitas da fase log, na qual
ocorre maior presenca de formas promastigotas pro-ciclicas, até
o inicio da fase estaciondria, considerada mais infectante devido a
maior concentragio de formas promastigotas metaciclicas.

Depois disto, foram inoculados 25 camundongos no
coxim plantar direito, com 3x10° promastigotas metaciclicas
de Leishmania (Leishmania ) amazonensis. Os animais
foram acompanhados para registrar o aparecimento das lesoes
cutaneas, quando entdo, foi iniciado o tratamento (no final da
terceira semana). Estes foram divididos de maneira aleatéria em
dois grupos: 10 animais foram tratados com N-metil-glucamina
400mgSbV/kg/dia, via intramuscular durante 20 dias e 15 animais
foram tratados com miltefosina 20mg/kg/dia durante 20 dias, via
oral por gavagem. A droga miltefosina foi doada pela inddstria
farmacéutica Zentaris.

Ap6s o término do tratamento os animais foram avaliados por
critério clinico e parasitoldgico.

0 critério clinico consistiu na medigiio do coxim plantar
inoculado, por meio de um paquimetro com precisdo de décimos
de milimetro, apés o tratamento.

0 critério parasitologico foi realizado usando amostras
extraidas, por puncio das patas inoculadas dos animais para a
realizacio de pesquisa de amastigotas em esfregacos corados pelo
Giemsa, culturas no meio bifisico NNN (Nove-McNeal-Nicolle)
e culturas em diluigdes limitantes. As leituras das ldminas e
culturas foram realizadas pelos estudantes responsdveis pela
execucdo do projeto, supervisionados por técnico do Laboratério
de Dermatomicologia.

A diluicio limitante visou estipular a quantidade aproximada
de amastigotas vidveis na pata do animal®. Para isto realizou-se a
dissecagdo asséptica da pata de um animal de cada grupo, fez-se a
sua trituracio em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
com soro bovino fetal, seguida de 96 culturas em placas tipo ELISA
fundo chato, 96 pocos em sucessivas diluicoes de 10 vezes. Os
resultados, em niimeros, obtidos a partir da contagem dos pogos
nos quais houve crescimento de promastigotas de leishmania, em
um periodo de uma a duas semanas, deveriam ser registrados no
software ELIDA® para a andlise estatistica.

A andlise estatistica dos demais resultados (diAmetros
das patas, pesquisa de amastigotas e culturas tradicionais) foi
realizada pelo médulo STATCALC do programa Epi Info 6.04.

Ap6s o tratamento, o grupo miltefosina apresentou média das
medidas das patas dos camundongos 2,43mm (desvio padrio:
0,05) e o grupo antimoniato de N-metil glucamina 3,46mm
(desvio padrio 0,02). Estes dados foram analisados pelo teste #
de Student [¢(1): 1,086, p: 0.05].

Nos resultados da pesquisa de amastigotas através dos
esfregacos realizados em material colhido das patas dos
camundongos, apds o tratamento, o grupo miltefosina teve todos
os resultados negativos, enquanto o grupo N-metil glucamina
teve duas pesquisas de amastigotas positivas. Os dados foram
analisados pelos testes qui-quadrado e Fischer que apresentaram
valor de alpha maior que 0,05 (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado da pesquisa de amastigotas nos esfregacos apos
tratamento, nos grupos de camundongos tratados com miltefosina 20mg/
kg/dia durante 20 dias, via oral e antimoniato de N-Metil-glucamina
400mgSbV/kg/dia via IM, durante 20 dias.

Pesquisa de amastigotas

Grupos positiva (n%) negativa (n2) total (n2)
Miltefosina 0 10 10
N-metil glucamina 2 8 10
Total 2 18 20

X222, p:0,1462  Fischer: -1, p: 0,2368 n% nimero

Nos resultados das culturas para leishmania realizadas ap6s
o tratamento, em meio s6lido NNN, o grupo miltefosina teve todas
as culturas negativas e o grupo N-metil glucamina teve todas as
culturas positivas (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado das culturas de leishmania apos tratamento, nos
grupos de camundongos tratados com miltefosina 20mg/kg/dia durante
20 dias, via oral e antimoniato de N-Metil-glucamina 400mg SbV/kg/dia
via IM, durante 20 dias

Culturas

Grupos positiva (10) negativa (10) total (20)
Miltefosina 0 10 10
N-Metil glucamina 10 0 10
Total 10 10 20
X220, p: 0,000

Na avaliagio das 96 culturas realizadas em meio liquido
(RPMI) em diluigdes limitantes em placas tipo ELISA, para cada
grupo, nfio houve crescimento de leishmanias nas culturas de
ambas as placas.

Registrou-se a morte de cinco animais no grupo tratado com
miltefosina. A mortalidade, neste grupo, pode ter sido causada
pelo método de gavagem, usado para administrar a droga, por
expor o animal a maior risco de asfixia.

Ap6s o tratamento, o grupo miltefosina apresentou média das
medidas das patas posteriores 2,43mm (desvio padrio: 0,05) ao
grupo N-metil glucamina 3,46mm (desvio padrio 0,02), o que
pode ser interpretado como sendo causada pela maior regressio
do infiltrado celular apds o tratamento, fato levado em conta nos
critérios de cura clinica da leishmaniose cutinea. Entretanto
ndo houve diferenca estatistica significante, no podendo isto ser
totalmente valorizado.
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Quanto aos esfregacos, nio houve também, diferenca
significante entre os resultados dos dois grupos, entretanto
observa-se que no grupo N-metil glucamina teve ainda presenca de
amastigotas apos o tratamento, mostrando certa desvantagem em
relagiio ao grupo miltefosina que apresentou todas as pesquisas
de amastigotas negativas.

Ja em relacdo as culturas, houve diferenca significante, com
resultado favordvel ao grupo miltefosina que teve todas as culturas
negativas, em detrimento ao grupo N-metil glucamina que teve todas
as culturas positivas apds tratamento. Quanto 2 discordancia entre
anegatividade da pesquisa de amastigotas em relacfio 2 positividade
das culturas, sem divida a leitura das culturas é mais ficil porque
requer menor habilidade técnica. Também, a cultura de leishmania
tem mais alto percentual de positividade que a pesquisa de amastigotas
em esfregaco, e o achado de DNA de leishmania, em cicatrizes de
pacientes tratados com antimonial, é referido na literatura’.

Ndo foi possivel avaliar os resultados da diluicio limitante
realizada em placa de ELISA, ji que tanto no grupo N-metil
glucamina quanto no grupo da miltefosina nfo houve crescimento
das leishmanias. Como nio houve contaminagfo por bactérias ou
fungos, algo que poderia justificar este achado seria cogitar que o
meio de cultura liquido RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
ndo tivesse funcionado adequadamente, se comportando diferente
do meio NNN (solido) usado para realizar as culturas em tubos.

0 grupo miltefosina apresentou resultados melhores quanto
a0 seu tratamento, constatados pela pesquisa de amastigotas nos
esfregacos onde ndo foi encontrada nenhuma forma amastigota
e nas culturas em meio NNN nas quais nfio houve crescimento de
leishmanias, esta com diferenga significante em relagdo ao grupo
N-metil glucamina.

Usou-se o critério clinico como auxiliar na avaliagio de cura,
mas sem divida o critério parasitologico é o método de grande
forca, principalmente a avaliagdo de culturas pelo método da
diluicio limitante que infelizmente falhou neste experimento. Nesta
avaliacdo pretendeu-se comparar a eficicia entre uma droga e outra
e ndo avaliar se o animal estava parasitologicamente curado.

Ha mais de 20 anos, a miltefosina vem sendo testada e demonstrada
sua eficicia na destruicio da Leishmania donovanni*''*. $6 hi
3 anos vem sendo testada iz vitro em espécies que interessam ao
nosso pais. Este trabalho estuda esta droga, pela primeira vez, na
leishmaniose cutdnea experimental causada por espécie de interesse
0 pais, Leishmania (Leishmania ) amazonensis que normalmente
se manifesta por lesdes ulceradas tinicas na pele e excepcionalmente
causa a leishmaniose cutinea difusa que se manifesta com lesdes
nodulares exuberantes e se caracteriza por ndo curar com as drogas
especificas para a doenca.

Considerando que a miltefosina apresenta menor toxicidade
e maior facilidade de administracio que o N-metil glucamina
por ser usada por via oral, o seu uso seria muito vantajoso na
leishmaniose'® %, A importancia de uma droga de uso oral e efetiva
contra a leishmaniose se destaca pelo fato de ser essa doenga mais
prevalente em regides mais pobres e de dificil acesso no Brasil, tais
como regioes Norte, Nordeste e Centro-Oeste onde seria de imensa
valia e aumentaria enormemente a adesdo ao tratamento.
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Entretanto, um efeito adverso que deve ser considerado
€ o potencial efeito teratogénico da miltefosina, devendo por
isso, ser usada com muita cautela em mulheres em idade
fértil" 18 necessitando sempre de uso concomitante de método
anticoncepcional.

Conclui-se que a miltefosina mostrou eficicia semelhante,
sendo maior que o N-metil glucamina no tratamento da
leishmaniose cutinea experimental causada por Leishmania
amazonensis em camundongos. Esse resultado demonstra
a possibilidade de sua experimentacio, em ensaios clinicos,
no tratamento da doenca humana no Brasil, assim como a
demonstragio da eficicia no tratamento iz vivo de outras espécies
de leishmania que causam a forma cutanea nas Américas.
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