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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada que segundo 0 agente etiolégico pode se
apresentar como Leishmaniose Tegumentar (LT) e Visceral (LV). Para ambas a Organizagéo
Mundial de Sadde (OMS) preconiza o uso de antimoniais (no Brasil, 0 Glucantime®) como
medicamento de primeira escolha, apesar de apresentar alguns inconvenientes, como longo
periodo de tratamento, via de administracdo parenteral e incidéncia de efeitos colaterais. Dai a
importancia da busca por alternativas na quimioterapia das leishmanioses.Assim, o projeto
tem por objetivo a investigacdo clinica da co-terapia, Propolis vermelha de Alagoas PVA
(administrago oral) associada aoGlucantime® em pacientes portadores de LT e LV.O estudo
foi dividido em dois grupos, controle (GE-LTA e GE-LVA) para pacientes de LT e LV em
uso do Glucantime® os pacientes que fizeram o uso da PVA em co-
terapiacomGlucantime®(GE-LTAB e GE-LVAB). Foram analisadas as variaveis:sexo, faixa
etaria,procedéncia, tempo de cicatrizacdo das lesdes, marcadores plasmaticos (AST e ALT)
ebiomarcadores da funcdo renal (ureia e creatinina). Pacientes com LV foram avaliados os
mesmos marcadores, biomarcadores, além dos marcadores hematoldgicos (hematdcritos,
leucdcitos, linfécitos e plaquetas), reducdo do tamanhodas visceras, figado e baco. O extrato
de PVA foi previamente caracterizado de acordocom o Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Foram admitidos no estudo 20 pacientes com LT, 70% do sexo
masculino e maioria na faixa de 20 a 59 anos, procedentes da 3% R.S. A cicatrizacao das lesdes
do grupo GE-LTAB se destacou por apresentar uma média de 54,1 dias, quando comparado
com o grupo controle, 63,6 dias. Os marcadores e biomarcadores, ndo apresentaram diferenca
entre os grupos. Os pacientes de LV, 75% eram do sexo masculino e a maioria eram menores
de 20 anos,procedentes das 72 e 82 R.S.Os marcadores como ALT e AST, no grupo GE-LVA
estavam alterados e no grupo GE-LVAB se manteve dentro da normalidade. Os
biomarcadores ndo apresentaram diferenca entre 0S grupos € 0 mesmo OcOrreu com 0S
marcadores hematoldgicos. Areducdo das visceras foi maior no grupo GE-LVAB. Esse estudo
mostrou reducdo mais acentuada das visceras no grupo que fez uso da prépolis. A partirdas
informacdes obtidas, pode-se considerar que, um produto de baixo custo e que diminua o
tempo de cicatrizacdo das lesdes na LT e na LV atue reduzindo as visceras acentuadamente,
pode apresentar um ganho real na vida social do paciente acometido por esta doenca.
Enfim,como perspectivas, técnicas especificas como a quantificagdo da carga parasitaria sera
utilizada para a obtengdoda atividade leishmanicida, desses pacientes envolvidos no estudo.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar, Leishmaniose visceral, Glucantime®, Prépolis.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease that, according to the etiological agent, can present as
Tegumentary (LT) and visceral (LV) Leishmaniasis. For both, the World Health Organization
(WHO) recommends the use of antimonials (in Brazil, Glucantime®) as a medication of first
choice, despite presenting some drawbacks, such as a long period of treatment, route of
parenteral administration and incidence of side effects . Hence the importance of the search
for alternatives in the chemotherapy of leishmaniasis. Thus, the project aims at the clinical
investigation of co-therapy, red propolis from Alagoas PVA (oral administration) associated
with Glucantime® in patients with LT and LV. The study was divided into two groups,
control (GE-LTA and GE-LVA) for LT and LV patients using Glucantime® and patients who
used PVA in co-therapy with Glucantime® (GE-LTAB and GE-LVAB). The variables were
analyzed: sex, age, origin, time of healing of the lesions, plasma markers (AST and ALT) and
biomarkers of renal function (urea and creatinine). Patients with VL were evaluated using the
same markers, biomarkers, in addition to hematological markers (hematocrits, leukocytes,
lymphocytes and platelets), reduction in the size of the viscera, liver and spleen. The PVA
extract was previously characterized according to the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply (MAPA). Twenty LT patients were admitted to the study, 70% male and the majority
between 20 and 59 years old, from the 3rd RS The healing of injuries in the GE-LTAB group
stood out for presenting a shorter healing time when compared to the group control. The
markers and biomarkers showed no difference between the groups. VL patients, 75% were
male and the majority were under 20 years old, coming from the 7th and 8th RS The markers
such as ALT and AST, in the GE-LVA group were altered and in the GE-LVAB group it
remained within normality. Biomarkers showed no difference between groups and the same
occurred with hematological markers. The viscera reduction was greater in the GE-LVAB
group. This study showed a more marked reduction in the viscera in the group that used
propolis.From the information obtained, it can be considered that a low-cost product that
reduces the healing time of the lesions in the LT and in the LV acts by significantly reducing
the viscera, can present a real gain in the social life of the patient affected by this disease.
disease. Finally, as perspectives, specific techniques such as the quantification of the parasitic

load will be used to obtain the leishmanicidal activity of these patients involved in the study.

Keywords: Cutaneousleishmaniasis, Visceralleishmaniasis, Glucantime®, Propolis.
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1 INTRODUCAO

As leishmaniosessdo doencas causadas por protozoarios aproximadamente 20
diferentesespécies deLeishmania (ARONSON & MAGILL, 2020). Atualmente é
endémica em 102 paises/areas, segundo Uzun et al. (2018). Na Regido Nordeste, 0
Estado de Alagoas temimportancia no cenario nacional devido ao constante numero de
casos notificados (ROCHA et al., 2015).

A depender do agente etiologico, a doenga se manifesta como Leishmaniose
Tegumentar, que acomete a pele e/ou mucosas, ou Leishmaniose Visceral, queacomete
as visceras. Independente da manifestacdo clinica, a transmissdo ocorre por meio da
picada do flebotominio fémea da espécie Lutzomyialongipalpisentre outras menos
frequentes(NEVES et al., 2011).

A leishmaniose faz parte do grupo de doencas negligenciadas, possuindo um
baixo arsenal de medicamentos para tratamento, sendo as drogas de primeira escolha os
antimoniais pentavalentes (ANVERSA et al., 2018). Estes compdem o tratamento
primario no Brasil, onde é disponibilizado o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®) pelo Ministério da Sadde. Porém, os efeitos adversos e a crescente
resisténcia dos parasitas a esse farmaco, justifica a busca por novas terapias (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015), onde, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2012), a
terapia combinada entre duas substancias ou farmacos surge como alternativa
promissora de estudo. Nesse contexto, temos a prépolis vermelha de Alagoas (PVA),
que é um produto natural rico em substancias biologicamente ativas e que ja possui
descricdo na literatura quanto a sua atividade contra diversas espécies de Leishmania.
(REGUEIRA-NETO et al., 2018). Assim, a investigacdo da co-terapia de PVA e
Glucantime® é justificada, ja tendo relato que esta associagdo promove maior evidéncia
dos efeitos antiinflamatorios da prépolis e diminui os efeitos colaterais do antimonial
(SILVA et al., 2016). O nosso grupo de pesquisa também avaliou, por meio de estudo in
vitro, in vivo e clinico, a combinacdo do uso de Glucantime® por via injetavel com
propolis vermelha de Alagoas por via topica, para tratamento de Leishmaniose
Tegumentar e foi observado menor tempo de cicatrizagdo, além de protecéo de figado,
rins e bagco (DORNELAS et al., 2015).

Com isso, o objetivo desse estudo foi prestar prevencdo secundaria com a

investigagdo de propolis vermelha de Alagoas para uso oral em co-terapia com
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Glucantime®, ampliando o publico alvo para pacientes ndo somente de LT, mas também

de LV, afim de observar esses mesmos resultados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa zoonotica encontrada em todo 0 mundo
e ¢ listada como uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), e o numero de casos em areas endémicas aumentou nosultimos anos
(GALGAMUWA et al., 2018).Estima-se que 1,3 milhdes de novos casos ocorrem
anualmente, segundo a Organiza¢do Mundial da Salde.

Causado por cerca de 20 espécies de um protozoario flagelado do
géneroLeishmania sp., (AKHOUNDI et al., 2016) subdividido em dois subgéneros
distintos, L.(Leishmania)spp. e L. (Viannia) spp., da ordem Kinetoplastidae da familia
Tripanosomatidae(NEVES et al., 2011).

Os parasitas responsaveis pela doenca sdo intracelulares dimorficos,
classificados em forma amastigota ou aflagelada (Figura 1A) nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados, especificadamente nos macrofagos e a forma promastigota ou
flagelada (Figura 1B) no intestino dos flebotomineos.

Figura 1 — Formas amastigotas (A) e promastigotas (B) de Leishmaniaspp

Py
& &
< e

Fonte: Silveira (2016)

A leishmaniose causa diferentes manifestacdes clinicas que sdo determinadas
pelo equilibrio entre fatores parasitarios (por exemplo, tropismos, viruléncia,
resisténcia, espécies) e a resposta imune do hospedeiro (COPELAND E ARONSON,
2015).

A depender do agente etiologico envolvido, a doenca pode ser apresentada em
Leishmaniose Tegumentar (LT)e Visceral (LV)(CDC, 2017).

Independente da forma clinica, os Unicos vetores comprovados da doenca sdo

flebotomineos fémeas (Figura 2), as espécies do género Phlebotomus no Velho Mundo
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e Lutzomyiano Novo Mundo (SUNDAR E CHAKRAVARTY, 2015, WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).Sdo conhecidos popularmente, a depender da
localizacdo geogréfica, como mosquito-palha, tatuquira, birigui,cangalhinha entre
outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 2 - Fémea de flebotomineo

Fonte: Ministério da Salde (2017)

Os flebotomineos possuem habito crepuscular, realizam principalmente
atividade maxima em clima quente (verdo), quando as temperaturas estdo acima dos
18°C e em noites claras com baixa velocidade do vento (SALAM et al., 2014,
ZAHRAEI-RAMAZANI e WANNIGAMA, 2016).

O ciclo evolutivo da Leishmaniaspp. (Figura 3) é digenético obrigatorio,
envolvendo um estagio em hospedeiro invertebrado (flebotomineo), e outro estagio em
hospedeiro vertebrado que podem ser animais domeésticos, silvestres e 0 homem (JAIN
e JAIN, 2015).

As promastigotas chegam ao proventriculo do inseto e no momento do repasto
sanguineo sdo introduzidas juntamente com a salivana derme do hospedeiro vertebrado,
promovendo, assim, uma resposta inflamatoria imediata que atrai células fagociticas
para o local. As formas promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos ocorrendo,
entdo, a transformacdo em amastigota intracelular. Multiplicam-se por divisdo binéria
de tal forma a romper a célula hospedeira. Com o rompimento dos macrofagos, ha
liberacdo de grande nimero de parasitas, que invadem outras células e podem, dessa
maneira, atingir outros locais do organismo (NEVES et al., 2011).
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Figura 3- Ciclo biolégico da leishmaniose
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Fonte: Adaptado de Harhay et al. (2011)

A transmissao ocorre através da picada de flebotomineoshemat6fagos é a via de
maior importancia epidemioldgica, no entanto existem outras, transfusdo sanguinea, uso
de drogas intravenosas, transplante de  6rgdos etransmissdao  congénita e
laboratoriais (GRIENSVEN e DIRO, 2019).

A maioria dos individuos acometidos consegue conter a infeccdo e estabelecer
uma imunidade duradoura; outros podem desenvolver uma forma denominada
oligossintomatica da infeccdo, que também pode ser resolvida espontaneamente; mas ha
ainda aqueles em que ocorre a evolucdo para a doenca classica (NETO; AMATO;
GRYSCHEK, 2008). As caracteristicas do parasita determinam o local de disseminacéo,
como sensibilidade a temperatura (REITHINGER e DAVIES, 2002), capacidade
deimunoevasdao (MCDOWELLet al., 2002) e tropismo pelo tecido (ZHANG et al.,
2003).

Atualmente, a leishmaniose é cada vez mais vista entre migrantes, viajantes,
ecoturistas e militares. Surtos recentes de leishmaniose podem ser devidos ao aumento
da migragdo humana que causam a introdugdo de doencas em ambientes mais novos

(DAWIT E GIRMA, 2013, SALAM et al.,2014). Além disso, a Leishmania tem sido
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cada vez mais vista como um patdgeno oportunista de adultos infectados pelo HIV
(ALVAR etal., 2012, GALGAMUWA et al., 2018).

Atualmente, a leishmaniose é endémica em 102 paises /areas, de acordo com
Uzun et al., (2018), onde mais de 90% das infec¢Bes ocorrem em paises como Brasil,
Etidpia, Suddo, Suddo do Sul, india e Bangladesh (AKHOUNDI et al., 2016). Em
média existem cerca de 350 milhGes de pessoas em situacdo de risco e
aproximadamente 12 milhdes de casos de infec¢do em todo mundo A mortalidade e
morbidade por leishmaniose sdo estimadas em 2 a 4 milhGes de anos de vida ajustados
por incapacidade em todo o mundo (UZUN et al., 2018, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

De acordo com a ultima atualizacdo da OMS,nas figuras 4 e 5 mostram a
distribuicdo mundial de LT e LV.

Figura 4 - Distribui¢do geografica da LT no mundo em 2018
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Fonte: OMS (2019)
No Brasil foram notificados de acordo com o DATASUS (2019), 253.439 casos

de Leishmaniose Tegumentar no periodo de 2007 a 2018 e 45.055casos de

Leishmaniose Visceral, como mostra nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Percebe-se que
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a regido nordeste apresenta uma maior prevaléncia (depois da regido Norte) de casos de

LT e LV, quando comparadas as demais regides.

Tabela 1 - Distribui¢éo de casos novos confirmados da LT por regides notificados ao Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)

Ano Regido RegidoNordeste RegidoSudeste Regido Regiéo Total

Norte Sul Centro-
Oeste
2007 10.386 6.272 2.112 562 3.313 22.645
2008 9.349 6.605 1.791 672 3.248 21.665
2009 8.919 7.384 1.811 522 4,763 23.399
2010 7.748 9.453 2.654 309 3.451 23.615
2011 9.246 8.533 2.458 364 2.511 23.112
2012 11.034 8.876 1.626 484 3.363 25.383
2013 9.101 5.775 1.377 344 3.156 19.753
2014 11.194 5.429 1.705 420 3.283 22.031
2015 9.653 5.591 1.995 543 3.193 20.975
2016 5.870 3.771 1.676 318 2.313 13.948
2017 8.835 4.926 2.114 293 2.795 18.963
2018 8.515 4.415 2.255 257 2.508 17.950

Fonte: DATASUS (2019)

Tabela 2 - Distribuicdo de casos confirmados da LV por regides notificados ao Sistema de Informacédo de
Agravos de Notificacdo (SINAN)

Ano Regido RegidoNordeste RegidoSudeste Regido Regiéo Total
Norte Sul Centro-
Oeste
2007 802 1.726 690 4 343 3.565
2008 861 1.893 836 5 396 3.991
2009 775 1.939 824 10 346 3.894
2010 702 1.845 810 7 340 3.704
2011 902 2.046 756 6 397 4.107
2012 634 1.537 664 7 427 3.269
2013 572 1.984 555 4 357 3.472
2014 434 2.422 591 6 280 3.733
2015 506 2.148 664 6 234 3.558
2016 622 1.828 756 17 232 3.455
2017 861 2.199 1.096 17 283 4.456
2018 836 2.197 604 15 199 3.851

Fonte: DATASUS (2019)

No periodo de janeiro de 2017 a julho de 2019, foram notificados 327 casos
diagnosticados de LV e 155 de LT em Alagoas, conforme observado na Tabela 3.

Embora tenha ocorrido um aumento linear no namero de registros, somente em 2018
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foram notificados 166 casos de LV, superando o dobro do nimero confirmado no ano
anterior(78). A respeito de LT, em 2019 j& ultrapassa o0 nimero de notifica¢fes dos anos
anteriores.

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos novos confirmados de LT e LV em Alagoas notificados na
Secretaria de Estado da Saude de Alagoas

Ano LT LV
2017 31 78
2018 33 166
2019 91 83
Total 155 327

Fonte: SUVISA/SESAU (2019)

2.1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA é uma doenca complexa que consiste em mais de 20 espécies de
Leishmania que apresentam patogenicidade e suscetibilidade a drogas variadas.
Apresenta lesdes comaspectodesfigurante, especialmente em mulheres, e geralmente
deixa cicatrizes em areas expostas do corpo, como face, bragos e pernas, causando
problemas psicolégicos, sociais e econdmicos (TEMEL,2019).

Os agentes causadores de LT no mundo antigo sdo principalmente Leishmania
(L) major, L. tropica e L. aethiopica, enquanto no novo mundo sdo L. mexicana, L.
braziliensise L. guyanensis (KAYE & SCOTT, 2011).

No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia
e uma do subgénero Leishmania: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg, L.
(V.) shawi, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis. As trés tltimas
sdo consideradas como as principais espécies (GOTO e LINDOSO, 2012).

A LT pode apresentar uma Unica lesdo ou lesdes mdaltiplas, grandes e destrutivas
(BLUM et al., 2014). As lesdes aparecem ap0s um periodo de incubacgdo, que muitas
vezes podem durar varios meses. A cura espontanea geralmente resulta em imunidade
vitalicia (UZUN et al., 2018).

A doenga geralmente se apresenta como uma papula eritematosa, acastanhada e
indolor ap6s um longo periodo de incubacdo de 2 a 8 meses. Essas papulas que
aparecem recentemente aumentam gradualmente, transformando-se em nddulo ou placa
dentro de 6 meses (TEMEL et al., 2019).
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As lesbes na maior parte dos casos sdo localizadas nas areas expostas da pele,
principalmente nos membros inferiores, de aspecto arredondada ou oval, com borda
elevada (em moldura), limites bem definidos e base infiltrada, eritematosa e de
consisténcia firme (Figura 6). O fundo é avermelhado com granulacdo grosseira
(BRASIL, 2017, TEMEL et al., 2019, TIRONI et al, 2021).

Figura 6 - Lesdo caracteristica de Leishmaniose Tegumentar

Fonte: Ministério da Saude, 2017

ApOs o tratamento ou cicatrizacdo espontanea, as lesdes podem resultar em
cicatrizes atroficas, deprimidas, com areas de hiper e hipocromia, as cicatrizes podem
ainda ser hipertroficas com traves fibrosas ou inaparentes. Geralmente a cicatriz
apresenta 0 mesmo tamanho e formato da lesdo ativa original (UZUN etal., 2018 ).

E também conhecida como leishmaniose mucocutanea, Glcera de Bauru, ferida
brava entre outras denominacfes, considerada a forma mais disseminada da doenca,
frequentemente desenvolve lesdes cutaneas expansivas e persistentes, causando
deformidades no paciente acometido, no entanto, o tipo da lesdo, a eficiéncia do
tratamento, o tempo de cicatrizagdo, entre outros fatores, variam de acordo com a
etiologia, estima-se que 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam lesdo mucosa(NEVES et
al., 2011).

O diagndstico de LT se da principalmente pela suspeita clinica-epidemiolégica.
O mesmo ¢€ realizado conforme as caracteristicas da lesdo associadas a anamnese, cujos
dados epidemiolégicos sdo de suma importancia.Comumente € realizado o exame
parasitologico, através da pesquisa direta das formas amastigotasem material obtido da
les&o por escarificacdo, aspiracdoou biopsia da borda, corado pelo Giemsa ou Leishman.
A sensibilidade deste método é em torno de 50% para L. braziliensis(BRASIL,2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)é um exame que permite amplificar em
escala exponencial sequéncias de DNA. Dotada de alta sensibilidade, é capaz de

detectar quantidades tdo pequenas quanto 1 fentograma (1 fentograma = 10™°g) do
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DNA de uma Leishmania,o equivalente a 1/10 do parasita. Entretanto, as exigéncias
técnicas e o custo relativamente elevado ainda limitam seu emprego rotineiro. O exame
apresenta sensibilidade de 98,41% e especificidade de 95,59% no diagnostico da LT
(MARTINS et al., 2010).

2.1.2 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) afeta principalmente o ¢rgdo visceral do
hospedeiro infectado. Os parasitos possuem ampla distribuicdo e pertencem ao
complexo Leishmaniadonovani, que incluem as espécies Leishmaniadonovani
(encontrada nosubcontinente Indiano, Asia e Africa), Leishmaniainfantum (no
Mediterraneo) eLeishmaniachagasi (na América do Sul) (DANTAS&TORRES, 2006).

A LV é considerada a forma mais grave da doencga (DAS et al., 2016), podendo
se tornar fatal em 90% dos pacientes néo tratados (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).A
manifestacdo clinica principal é a febre de curso prolongado, caracterizada por palidez,
emagrecimento, aumento do volume abdominal, hepatoesplenomegalia e edema. E
possivel ainda ter o aparecimento de outros aspectos clinicos, como tosse, ictericia,
diarreia e sangramento  (Figura  7)(PEDROSA & ROCHA, 2010,
SUNDAR&CHAKRAVARTY, 2015).

Figura 7 - Paciente com perda de peso e presenca de hepatoesplenomegalia

Fonte: OMS (2019)

O diagnostico é dado através de exames imunoldgicos e parasitoldgicos. Os
exames imunoldgicos incluem Imunofuorescéncia indireta (RIFI), utilizada a partir da

década de 60, demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade
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aproximada de 80% para amostras de soro e Ensaio imunoenzimatico (ELISA), é o mais
utilizado para imunodiagnéstico de LV. E um teste rapido, de facil execucdo e leitura,
sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI (ALVES &
BEVILACQUA, 2004; GONTIJO & MELO, 2004).

O exame parasitologico é realizado através doaspirado de medula 6ssea, bidpsia
hepética e a aspiracdo de linfonodos garantindo sensibilidade entre 90 a 95% para
demonstrac&o do parasita (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

E utilizado também o critério clinico epidemioldgico em pacientes clinicamente
suspeitos, sem confirmacdo laboratorial, provenientes de area com transmisséo de LV,
mas com resposta favoravel ao teste terapéutico (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

2.2Tratamento

Os antimoniais pentavalentes sdo utilizados desde 1945 e continuam sendo a droga de
primeira escolha para o tratamento da leishmaniose. Dentre esses medicamentos, 0s
antimoniais continuam sendo os medicamentos de primeira escolha para tal, a mais de
70 anos (SALAM et al., 2014, ANSARI et al., 2017).Um dos mecanismos consiste no
modelo pré-farmaco e o SbV ativo. No modelo pré-farmaco, os compostos de ShV sédo
pro-farmacos desempenhando sua atividade contra o parasita da Leishmaniaap6s a
reducdo ao antimonial trivalente (Sblll) nas células hospedeiras (BAIOCCO et al.,
2009). O Sbllltambém induz a morte celular programada pela ativacdo do estresse
oxidativo e aumento dos ions Ca2+ intracelulares (MOOKERJEE et al., 2006;
FREZARD et al., 2009). E através do modelo ShV ativo, este semi-metal tem atividade
leishmanicida intrinseca, levando finalmente a inibicdo da DNA topoisomerase |
(FREZARD et al., 2009).

Existemuma série de farmacos indicados para o tratamento da leishmaniose além
dos antimoniais,tém diferentes drogas classicas como anfotericina B e sua formulacao
lipidica (AmBisome®), pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de
pentamidina); além da paromomicina e o miltefosine, que tém sido empregadas como
medicamentos eficazes para leishmaniose ha décadas (ORYAN et al.,
2018, ROSENTHAL e MARTY, 2003).

Existem no mercado atualmente duas formulacbes de Sb(V) disponiveis,
oantimoniatode N-metil glucamina(Glucantime®, Aventis, Francga) utilizado no Brasil,

por exemplo, e o estibogluconato de sédio (Pentostan®, Glaxo Wellcome, Reino Unido)
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(KEDZIERSKI et al., 2009, MINISTERIO DA SAUDE, 2017).0 ShV é administrado
sistemicamente com uma dose de 15 mg / kg / dia por 20 dias parao LT e 20 mg / kg /
dia durante 20 dias para o LV (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

De acordo com o Ministério da Salde (2016), alguns dos efeitos colaterais
vinculados ao Glucantime® sdo, artralgias, mialgias, inapeténcia, nauseas, vomitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, dor no local da aplicacao, febre,
insuficiéncia renal aguda (IRA). Podeainda ocorrer erupgdo de herpes zoster. Esses
efeitos geralmente ocorrem de forma discreta ou moderada e infrequentemente exigem a
suspensdo do farmaco. AlteracGes cardiacas, renais e/ou hepaticas, podem ocorrer,
obrigando o interrompendo do tratamento(SECRETARIA DA SAUDE, 2007).

Assim, torna-se necessario a busca por novas terapias (KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015), onde, segundo Griensven e Diro (2012), incentiva o uso da terapia
combinada entre duas substancias, pela possibilidade de um regime mais curto, barato e
bem tolerado, em um processo mais simples que o relacionado a investigacdo de novos
candidatos a farmacos. A OMS também estimula o uso da terapia combinada entre duas
substancias ou farmacos como uma alternativa promissora (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Nesse contexto, se enquadra a prépolis vermelha de Alagoas (PVA), que € um
produto natural rico em substancias biologicamente ativas e que ja possui descri¢do na
literatura quanto a sua atividade leishmanicida (REGUEIRA-NETO et al., 2018).

2.2.1Propolis

A propolis é wuma mistura resinosa coletadas pelas abelhas e
transformadasatravésde brotos de arvores, fluxos de seiva ou outras fontes boténicas e
tem sido usada pela etnoboténica e pelos praticantes tradicionais desde o inicio do Egito
em 3000 aC.A palavra propolis deriva do grego, onde pro significa “na entrada para "e
polis para" cidade", indicando que este produto é usado na defesa da colmeia. Devido as
suas propriedades cerosa e mecanica, a propolis é usada pelas abelhas como cimento
para manter estaveis a umidade e temperatura na colmeia durante todo o ano e para selar
qualquer rachadura ou espacos abertos (LUSTOSA et al., 2008, ZABAIOU et al.,
2017).

A propolis consiste principalmente em 50% de resina, 30% de cera, 10% de

6leos essenciais, 5% de outros compostos organicos e 5% de polen (GOMEZ et al.,
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2006). A mesma contem metabolitos secundarios de plantas, incluindoacidos fendlicos,
ésteres fendlicos, flavonoides, clerodanos, lupeonas, propolonas,
benzofenonaspreniladas, esses foram identificados em diferentes propolis ao redor do
mundo e sdo responsaveis pelas atividades biologicas na matéria-prima de propolis.
Esses compostos, no todo, sdo considerados um “extrato de multiplos constituintes” de
um produto natural e tém uma finalidade de maltiplos alvos em sistemas bioldgicos (DE
MENDONCA et al., 2016).

Existem muitas acdes farmacoldgicas relacionadas a prépolis, dentre elas
destacam-se:  antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, hepatoprotetora,
imunomodulatéria, hipotensiva, anestesica, anticancer e cicatrizante (ORSI et al., 2000;
PARK et al., 1998;SFORCIN et al., 2000). Poucos sdo os estudos com a prépolis por
via oral, esses estéo listados abaixo de acordo com os relatados na literatura.

Ferreira et al. (2014) observaram em seus estudos que a administracdo oral do
extrato aquoso da propolis verde foi capaz de reduzir a carga parasitaria no figado de
camundongos infectados com L. infantum, embora n&o tenha sido observado sinergismo
quando associado ao antimoniato de megluminalipossomal (por via intraperitoneal). O
extrato também apresentou uma melhor preservacdo dos tecidos hepatico e esplénico
em relacdo aos danos que os autores atribuiram & infeccdo. Doganyigit et al. (2013)
também observaram reducdo de dano hepético do extrato aquoso de prépolis verde em
quadro de endotoxemia experimental (induzida por lipopolissacarideo, LPS) em ratos.

Estudos realizados por Machado et al. (2007) mostraram que o extrato
hidroalcoolico de propolis foi capaz de matar diferentes espécies de Leishmania. Para
Pontin et al. (2008), a acdo leishmanicida do extrato hidroalcodlico de prépolis verde foi
investigada, in vitro, sobre parasitas (promastigotas e amastigotas) da espécie L.
braziliensis, e in vivo, em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis. O
extrato mostrou atividade contra promastigotas, porém se mostrou inativo contra
amastigotas. Para a avaliacdo in vivo, os camundongos foram tratados (1,5mg/kg/dia)
com: extrato, via oral; extrato, via tdpica; extrato, vias oral e tdpica; Glucantime®;
NaCl 0,9% (controle negativo). Os trés primeiros grupos levaram a uma reducdo do
didmetro das lesbes, ap6s 90 dias, em 78,6%, 84,3% e 90,0%, respectivamente,
enquanto que o Glucantime® apresentou 57,7% de reducdo, todos em comparagdo ao
controle negativo.

De acordo com Bankova (2005), a origem vegetal da propolis determina a sua

composi¢do quimica, ou seja, esta depende da flora local, no local de coleta, aléem das
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caracteristicas climaticas e geogréaficas da regido. Dessa forma, as diferentes propolis
existentes ao redor do mundo possuem uma ampla diversidade em sua composicéo,
especialmente as originarias das regides tropicais. No Brasil, existem 13 grupos de
prépolis (Quadro 1) baseadas em suas caracteristicas fisico-quimicas (ALENCAR et al.,
2007; DAUGSCH et al., 2007), no qual a prépolis vermelha é o tipo mais recentemente
encontrado. Além do Brasil, a prépolis vermelha também pode ser encontrada em Cuba,
Venezuela e México (FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016).

Quadro 1 - Agrupamento da propolis brasileira quanto a cor

Grupos Cor Origem da propolis
1 (RS) Amarelo Regido Sul

2 (RS) Castanho claro Regido Sul

3 (PR) Castanho escuro Regido Sul

4 (PR) Castanho claro Regido Sul

5 (PR) Marrom esverdeado Regido Sul

6 (BA) Marrom avermelhado Regido Nordeste
7 (BA) Marrom esverdeado Regido Nordeste
8 (PE) Castanho escuro Regido Nordeste
9(PE) Amarelo Regido Nordeste
10(CE) Amarelo escuro Regido Nordeste
11(PI) Amarelo Regido Nordeste
12(SP) | Verde ou marrom esverdeado Regido Sudeste
13 (AL) Vermelha Regido Nordeste

Fonte:Adaptado de Park et al. (2000) e Alencar et al. (2007)

Dentre os 13 grupos de propolis classificado de acordo com a composicdo e a
propriedade bioldgica, se destaca a PVA, por demonstrar alta atividade bioldgica
(CABRAL, 2008).

2.2.1.1 Propolis Vermelha de Alagoas (PVA)

A propolis é predominantemente vermelha em algumas regides do Nordeste,

principalmente no estado de Alagoas, e ainda € pouco estudada.As propriedades da
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prépolis estdo amplamente relacionadas a sua composi¢éo quimica. No caso da propolis
vermelha de Alagoas (Figura 8a), a planta presente na regido, que é considerada fonte
boténica para producdo da propolis é a espécie Dalbergiaecastophyllum da familia

Fabaceae, conhecida popularmente como rabo-de-bugio (Figura 8b) encontrada ao

longo da praia e regido do manguezal do Nordeste do Brasil, como ja descrito em
literatura (REGUEIRA et al., 2017; DAUGSCH et al., 2008; DE MENDONCA et al.,
2015; SILVA et al., 2007).

Figura 8 — Aspecto visual de: a) Prépolis vermelha de Alagoas e b) Planta da espécie
Dalbergiaecastophyllum (rabo-de-bugio)

Fonte: a) https://www.weberexport.com.br/portugu%C3%AAs/produtos/propolis/
b) https://www.tudosobreplantas.com.br/asp/plantas/ficha.asp?id_planta=8903

A partir de uma andlise fitoquimicafoi possivel identificar a presenca de
compostos fenolicos, incluindo flavonoides (catequinas, chalconas, auronas, flavonas e
flavondis), além de taninos xantonas e triterpenoidespentaciclicos (MENDONCA et al.,
2015). Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas, Alencar
et al. (2007) conseguiram identificar 20 compostos presentes na PVA, dentre eles,
foram identificados pela primeira vez, o metil o-orselinato, metil abietato, 2,4,6-
trimetilfenol, homopterocarpina, medicarpina, 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol e 7.,4’-
dihidroisoflavona, dentre os quais os ultimos quatro foram encontrados em maior
quantidade, que sdo isoflavonas,importantespelas propriedades bioldgicas e pela
possibilidade de atuar como marcadores quimicos dessa prépolis.

Noquadro2 podemos observar a grande variedade de aplicacdes ja estudadas da
PVA, desde atividade antibacteriana, antifungica,antioxidante, anti-inflamatoria,
antitumoral, cicatrizante, diminuicdo da hipertensdo e dano renal, estimulante da

imunidade e até leishmanicida.
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Atividade biol6gica da PVA

Referéncias

Antibacteriana

ALENCAR et al. (2007)
MORAES (2007)
MORAES et al., 2010
OLDONI et al. (2011)
SILVA etal. (2017)

Antifangica

JUNIOR et al. (2012)
FREIRES et al. (2016)

Antioxidante

MENDONCA et al. (2015)
RIGH] et al. (2011)

Anti-inflamatéria

BUENO-SILVA et al. (2016)
CORREA et al. (2017)

Antitumoral

MENDONCA et al. (2015)
OLIVIERI et al. (2017)

Cicatrizante

BATISTA et al. (2012)
DORNELAS et al. (BR102015031753)

Diminuigdo da hipertenséo e dano renal

TELES et al. (2015)

Estimulante da imunidade

GOTO; LINDOSO, 2010

Leishmanicida

AYRES et al., (2007)
ODA et al (2011)
DO NASCIMENTO et al. (2016)

Fonte: Autoria prépria, 2019

N&o ha relatos na literatura de utilizacdo de propolis vermelha de Alagoas por

via oral para ambas as formas de leishmaniose em humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar, por meio de avaliagdo clinica e laboratorial, co-terapia propolis
vermelha de Alagoas e Glucantime® nas leishmanioses.

3.2 Objetivos especificos

e Obter e caracterizar o extrato de propolis vermelha de Alagoas;

e Avaliar a cicatrizacdo das lesbes em pacientes de LT;

e Auvaliar o efeito protetor atraves dos marcadores plasmaticos em pacientes de LT
eLV;

e Avaliar os marcadores hematologicos em pacientes de LV;

e Avaliar a regressao das visceras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
Para elaboracdo do extrato hidroalcoolico, a PVA foi obtida através do apiario

de Ferndo Velho (Macei6) em parceria com a Unido dos Produtores de Propolis
Vermelha do Estado de Alagoas — UNIPROPOLIS. Como reagentes foram necessarios
alcoolmetilico PA (Dinamica, Brasil), etanol 70% (Santa Cruz) e Alcool de cereais a
70% (CereAlcool, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica do extrato de propolis vermelha de
Alagoas

Foram realizadas trés extracdes sucessivas, a temperatura ambiente, em intervalo
de 48h entre cada extracdo, na proporcao de 100g de PVA bruta para 400ml de etanol
70%. O extrato obtido foi filtrado utilizando papel filtro comum e em seguida foi
rotaevaporado (IKA® RV10, Alemanha) para obtencdo do extrato bruto de PVA
(ALENCAR et al, 2007).A caracterizacdo do extrato seguiu a Instrucdo Normativa
03/2001/SDA/MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Apds a obtencdo do extrato bruto, o mesmo foi diluido em alcool de cereais a

70% para elaboragdo do extrato hidroalc6olico na concentragdo de 0,2g/mL.

4.2.2. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo randomizado de fase 2 em pacientes
admitidos com a hipotese de diagndstico de LT e LV, durante o periodo de marco de
2017 a janeiro de 2019.

Foi realizada no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto(HEHA), que é publico,
referéncia em doencas infecciosas e parasitarias do SUS/ALAGOAS. Atende a maioria

dos casos de leishmanioses do Estado.

4.2.3 Definigédo dos grupos

Os individuos admitidos no estudo formaram dois grupos: Leishmaniose

Tegumentar e Leishmaniose Visceral. Cada grupo foi constituido por 20 participantes,
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sendo um grupo controle e um grupo caso. Os individuos do grupo controle, grupo estudo-
LTA (GE-LTA) e grupo estudo-LVA (GE-LVA), sdo os pacientes com LT ou LV que
fardo uso somente do tratamento convencional (terapia sistémica recomendada pelo
Ministério da Saude), e os individuos do grupo caso, grupo estudo-LTAB (GE-LTAB) e
grupo estudo-LVAB (GE-LVAB), sdo os pacientes com LT ou LV tratados em co-
terapiacom propolis vermelha de Alagoas por via oral (0,4 gotas/ kg/ 3x dia) e
Glucantime® (Quadro 3).

O acompanhamento dos pacientes foi realizado quinzenalmente,através de
visitas periodicas sob orientacdo de um profissional médico integrante da equipe, e a

evolucdo das lesdes foram acompanhadas até seu total desaparecimento.

Quadro 3 - Distribuicéo dos individuos por grupo de estudo

GRUPOS DESCRICAO n
GE. Pacientes que fardo uso somente do tratamento
LTA convencional (terapia sisttmica recomendada pelo
LT Ministério da Saude)
GE- Pacientes tratados em co-terapia com solucdo de extrato de
LTAB PVA (via oral). 10 por
Pacientes que fardo uso somente do tratamento grupo
CE convencional (terapia sistémica recomendada pelo
LV LA Ministério da Salde)
GE- Pacientes tratados em co-terapia com solucédo de extrato de
LVAB PVA (via oral).

4.2.3.1 Cicatrizacdo das lesdes (LT)

As lesdes foram medidas antes, durante e apds o tratamento. As medidas foram
no sentido longitudinal e transversal e o calculo do tamanho da lesdo foi realizado com

a média dessas duas medidas para avaliar a evolucdo da cicatrizacdo da mesma.

4.2.3.2 Efeito protetor
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Como indicadores, foram avaliados, os efeitos hepatoprotetor e renoprotetor a
partir dos marcadores plasmaticos AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina
aminotransferase), creatinina e ureia, respectivamente.

Em pacientes com LV foram analisados também os marcadores hematolégicos,
através de hematdcrito, leucocitos, linfocitos e plaquetas. A andlise dos resultados foi
feita por meio da média dos valores, conforme a metodologia descrita por Mahajan et al.
(2015).

Mediu-seo figado e o baco antes e apds o tratamento, a fim de observar a

regressao dessas visceras em pacientes do grupo de estudo (GE-LVA e GE-LVAB).

4.3 Aspectos éticos

O projeto de estudo foi submetido a apreciacdo da Comissdo de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (ANEXO 1), registrado sob ndmero
8886213.5.0000.5013, tendo sido aprovado para inicio em fevereiro de 2017.

Ao serem convidados a participar da pesquisa, 0s pacientes a partir de 6 anos e,
quando menores de idade, seus representantes legais, eram informados sobre o0s
objetivos do estudo. Aqueles que concordaram em participar, era solicitada a assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLEs), também foram desenvolvidos
termos de assentimento livre e esclarecido (TALES) e TCLEs para 0s responsaveis
(ANEXOS 2 e 3)conforme a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Sadde.

Foram considerados critérios de inclusdo: pacientes diagnosticados com LT ou
LV e com indicacdo de uso de Glucantime®. Foram considerados como critérios de
exclusdo:pacientes diagnosticados com LT ou LV e com indicacdo de outro
quimioterapico, que ndo Glucantime®; pacientes diagnosticados com LT ou LV e com

co-infeccdo com HIV.

5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo e caracterizagdo fisico-quimica do extrato de prépolis vermelha de
Alagoas

O extrato bruto de PVA foi obtido, possuindo como caracteristicas a coloracao

vinho, com aspecto viscoso e rendimento de 42,3%.Como mostra na tabela 4, os
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parametros do extrato bruto de PVA estdo de acordo com a Instrucdo Normativa n° 3, de
19 de janeiro de 2001/ Anexo VII.

Tabela 4 - Requisitos minimos do extrato de propolis de acordo com o MAPA e os pardmetros
do extrato obtido

Parametros Extrato bruto Extrato obtido
Extrato seco Minimo de 11% (m/v) 15,64% (m/v)
Ceras Maximo de 30% (m/m) 24% (m/m)
Compostos fendlicos Minimo de 0,50% (m/m) 19,47% (m/v)
Compostos flavonoides Minimo de 0,25% (m/m) 4,12% (m/v)

Picos caracteristicos de

Picos caracteristicos de
flavonoides entre 200-

Espectro de absorgdo UV visivel flavonoides 400nm
Atividade de oxidacéo Méaximo de 22 seg 5 seg
Teor alcoolico Méaximo de 70°GL (v/v) 42°GL
Acetato de chumbo Positivo Positivo
Hidroxido de sédio Positivo Positivo
Pesquisa de esporos Auséncia Auséncia

Fonte: Autoria prépria, 2019

Segundo a literatura, a composicdo da propolis vermelha de Alagoas varia
bastante e possui muitos tipos de flavonoides e fendis diferentes. A respeito dos
flavonoides, segundo Alencar et al., (2007), mostrou resultado semelhante em torno de
43mg/g, e outros autores obtiveram o extrato com a PVA, mas com valores de
flavonoides diferentes, como 140,2 mg/g (Hatano et al., 2012) e 32,91 mg/g (Righi et
al., 2011), esses valores variam de acordo com a composi¢do da propolis. E quanto aos
fendis, o estudo de Alencar et al., 2007, mostrou-se um resultado de 232mg/g, porém
outros estudos com a PVA, apresentam valores bastante diferentes 2,57mg/g
(257mg/100g) (Cabral et al., 2009), 151mg/g (Frozza et al., 2013), 292,7mg/g (Hatano
etal., 2012) e 416,31mg/g (Righi et al., 2011).

5.2 Leishmaniose Tegumentar

Foram notificados em Alagoas desde 2017 até junho de 2019, 155 casos
diagnosticados de LT de acordo com a SUVISA/SESAU, 2019. Dentre esses,
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39assinaram os termos de consentimento e permanecendo no estudo 20 pacientes, e 19
pacientes ndo foram incluidos por obedecerem algum dos critérios de exclusao.

Foi observado maior predominéncia dos casos de LT no sexo masculino, com
um total de 14 casos (70%) e 6 casos (30%) do sexo feminino (Quadro 4).Tal
predominio também é observado em todo o Estado do Tocantins e no pais em geral
(BRASIL, 2017).Observa-seque a faixa etaria com maior numero de pacientes tanto do
sexo feminino quanto do sexo masculino, corresponde a adultos (faixa de 20 a 59 anos)
(Quadro 4). Essa incidéncia pode ser justificada pela possibilidade de maior exposicao
nestas idades e dessas ocupacdes, as areas que oferecem maior risco de transmisséo,
seja pela moradia, tipo de trabalho ou lazer (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).0s
dados de género e idade foram compardveis aos descritos no Estado de Sergipe
(BARBOSA et al.,, 2019) e no Estado do Acre por Almeida et al., (2019).0

detalhamento dos pacientes estadisposto no quadro 4.

Quadro 4 - Detalhamento dos pacientes participantes do estudo

Municipio de Quantidade
Grupos Nome Idade Sexo \cIpio de
residéncia
coletas

LTALl 19 M Unido dos Palmares 4

LTA2 29 M Colénia Leopoldina 4

LTA3 40 F Colbnia Leopoldina 3

LTA4 27 M Séo José da Laje 3

GE- LTA5 53 M S&0 José da Laje 3

LT-A

LTAG6 29 M Unido dos Palmares 3

LTA7 22 M Unido dos Palmares 3

LTA8 57 M Séo José da Laje 3

LTA9 20 M Unido dos Palmares 3

LTA10 68 F Colbénia Leopoldina 3

LTAB1 11 F Palmeira dos indios 3

LTAB2 17 M Joaquim Gomes 2

LTAB3 59 M Colénia Leopoldina 3

LTAB4 18 F S&o José da Laje 3

LTABS 44 M Col6nia Leopoldina 3

GE-LT _ _

AB LTAB6 49 M Col6nia Leopoldina 3
LTAB7 44 M Unido dos Palmares 3

LTABS8 22 F Unido dos Palmares 3
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LTAB9 31 F Quebrangulo 3
LTAB10 77 M Unido dos Palmares 3

No que diz respeito aos municipios de residéncia, de acordo com o SINAN, no
ano de 2017 tiveram maior numero de casos, Vigosa e Unido dos Palmares, com 9 e 5
casos, respectivamente (DATASUS, 2018). Corroborando a esses dados, no atual
estudo, Unido dos Palmares de destacou com o maior nimero de casos, em um total de
5.E discordando do estudo, ndo foram coletados pacientes de Vigosa. Em 2018, se
destacaram os municipios de Séo José da Laje e Joagquim Gomes, ambos com 4 casos
(DATASUS, 2019). O que se assemelha ao presente estudo, visto que foram coletados 4
pacientes residentes de S&o José da Laje e 1 paciente de Joaquim Gomes. Relacionando
a regido de Saude, a 32 e 42 tem maior incidéncia de acordo (GIANS/SUVISA/SESAU-
AL, 2017), o que confirmam com os municipios de residéncia dos pacientes incluidos
no estudo, cujo todos séo provenientes da 32 R.S.

Estdo apresentados também no quadro 4, a quantidade de coletas de cada
paciente, as quais foram realizadas antes do tratamento (tempo 0), durante o tratamento
(tempo 15) e apds o tratamento (tempo 30), para as posteriores analises, como efeito

protetor.

5.2.1 Cicatrizacdo das lesdes

A evolucdo do processo de cicatrizacdo das lesbes de cada um dos pacientes
pode ser observadano apéndice 1, assim como 0s respectivos tempos de cicatrizagao.
Com relacdo ao aspecto das lesbes, tanto em lesdes abertas de pacientes infectados,
quanto em lesdes cicatrizadas, eram bem caracteristicas, conforme a descricdo do
Ministério da Saude (2017) (Figura 9): lesdes indolores, ulcerativas ou nodulares de
formato ovalado ou arredondado com bordas bem delimitadas, produzindo lesGes
maultiplas ou Unicas e a na lesdo cicatrizada uma reepitelizacdo e regressdo total da

infiltracdo.
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Figura 9 - Foto do paciente L.A.B. incluido no presente estudo diagnosticado com LTA. (a)
lesdo cutanea no dedo anelar esquerdo (b) lesdo cicatrizada

b)

Fonte: Autoria prépria, 2019.

A média do tamanho da lesdo em ambos os grupos é apresentado na tabela 5,
assim como a e a mediana dos dias de cicatrizacdo.

Tabela 5-Média e mediana do tempo de cicatriza¢do dos grupos GE-LTA e GE-LTAB

Tempo de cicatrizacéo (dias)
GE-LTA+dp GE-LTABz*dp
Média 63,6+ 10,57 54,1+ 13,26
Mediana 65 58

DP- desvio padrdo

Ao fazer uma comparagdo com o grupo que utilizou apenas o glucantime (GE-
LTA), foi possivel perceber que houve uma reducdo significativa no tempo de
cicatrizagdo das lesdes dos pacientes que fizeram o uso da co-terapia(GE-LTAB), em
torno de 54 dias com uma mediana de 58 dias. Assim, seja pelo potencial cicatrizante,
seja pela atividade leishmanicida (e/ou), os resultados sugerem que 0s ativos estdo
contribuindo para a cicatrizacdo das lesdes.O que pode ser explicado devido a presenca
de flavonoides na PVA, responsaveis pela aceleracdono processo de regeneracao
tissular e oferece recuperagdo dos tecidos lesionados por se tratar de um agente
antimicrobiano natural (BARBOSA et al., 2009) e segundo Almeida e colaboradores
(2013), os flavonoides também diminuem a gravidade inflamat6ria, aumentando os
niveis de miofibroblastos, induzindo a substituicdo mais precoce do colageno tipo IlI
pelo tipo 1.
5.2.2 Efeito protetor



38

Afim de avaliar o dano hepatico, foram analisados os marcadores plasmaticos
AST (aspartato aminotranferase) e ALT (alanina aminotranferase),além dos
biomarcadores da funcdo renal ureia e creatinina, antes, durante e apds o tratamento
(Apéndice 2). As dosagens observadas no grupo GE-LTA estavam ligeiramente
alteradas, mas ndo contraindicam o uso do Glucantime®, e no grupo GE-LTAB os

marcadores estudados se mantiveram dentro dos limites de referéncia.

Resultado semelhante foi observado em um estudo por Fernandes (2019), sendo
uma pequena alteracdo das enzimas hepéticas e renais apos uso do Glucantime em
pacientes de LT, onde todos esses casos estudados foram classificados como de
intensidade 1, considerada alteragdo transitdria e ndo exigiu suspensdo do tratamento. J&
em um estudo realizado por Neves; Caldas; Sampaio, (2009), ao utilizar uma dose
maior (20 mg Sb (v) / kg / dia), foi observado elevacGes hepaticas e renais, levando a

suspensdo do tratamento, o que ndo foi encontrado no presente estudo.

Quadro 5 - Média dos valores obtidos de marcadores plasmaticos dos pacientes

GE-LTA GE-LTAB Valores
Antes | Durante | Apdés | Antes | Durante | Apds normais
AST 24,5 51,7 49,8 28 40 38 12-42 UI/L
ALT 15 45 34 25 37,2 15,0 8-42 UI/L
Ureia 25 39 49,2 23,5 37 35 15-40mg/dL
Creatinina 0,78 0,93 0,75 0,83 0,89 0,75 | 0,3-1,3mg/dL

Fonte: Autoria propria, 2019.

5.3 Leishmaniose Visceral

No periodo de 2017 até junho de 2019, foram notificados em Alagoas 327 casos
diagnosticados de LV (SUVISA/SESAU, 2019). Desde o inicio do estudo até o fim do
relatorio foram captados 141 pacientes infectados com LV e se direcionaram ao
Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), onde 121 ndo entraram no estudo por
obedecerem algum critério de exclusdo. Destes, apenas 20 pacientes retornaram ao
ambulatdrio e se mantiveram com o mesmo tratamento durante o periodo, sendo esses
incluidos no estudo, no qual todos assinaram os TCLES ou TALEs.

Segundo o Ministério da Saude (2007), ha maior incidéncia de LV em criancas
abaixo de 10 anos e pessoas do sexo masculino, o que ocorreu neste trabalho,
representando 40% e 70% dos pacientes, respectivamente. A maior susceptibilidade das
criangas em manifestar a doenca esta relacionada com a imaturidade imunologica

celular, que geralmente é agravada pelas baixas condi¢des de alimentacéo e nutrigdo, o
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mesmo perfil ocorreu em um estudo realizado por Silva e colaboradores (2017), que a
susceptibilidade desta faixa etaria se deve, possivelmente, ao contato mais frequente das
criangas com animais, em comparagdo com os adultos. O detalhamento dos pacientes
esta descrito no Quadro 6.

Quadro 6 - Detalhamento dos pacientes participantes do estudo

Grupo Sigla Idade Sexo MUﬂ_IC[pIO_ de | Quantidade
residéncia de coletas
LVAL 26 M Santana do 3
Ipanema
LVA2 17 M Coruripe 3
LVA3 23 M Poco das 3
Trincheiras
LVA4 07 E Santana do 3
Ipanema
Senador Rui
GE-LV-A LVAS 07 M Palmeira 3
LVAG6 07 M Traipu 3
LVA7 08 M Séao José da 3
Tapera
LVAS8 60 M Quebrangulo 3
Estrela de
LVA9 40 M Alagoas 3
LVALO 49 M Estrela de 3
Alagoas
LVAB1 59 M Ouro Branco 4
LVAB2 06 F Olivenca 3
LVAB3 17 M Arapiraca 3
LVAB4 06 M Arapiraca 4
LVABS 11 E Sao José da 4
Tapera
Estrela de
GE-LV- S o F Alagoas £
AB LVAB7 17 M Batalha 3
LVABS 13 F HAEE Bl 3
Canoa
LVABY | 08 m | Palmeirados 3
Indios
LVABI0 60 M SHD.EER O 3
Tapera

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Epidemiologicamente, as Regides de Saude (R.S.) de maior prevaléncia de casos
sdoa7®R.S., 8 R.S. e *R.S.

A ocorréncia de casos confirmados de leishmaniose visceral no estado em 2018
foi verificada em 30 municipios, em sua maioria na 72, 82 92 e 102 regifes de saude
(GIANS/SUVISA/SESAU-AL, 2017), nos quais a maioria dos municipios dos pacientes
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captados por nosso estudo faz parte, sendo estes Santana do Ipanema (92R.S.), Poco das
Trincheiras (9°R.S.), Senador Rui palmeira (9°R.S.), S&o José da Tapera (92 R.S.), Ouro
Branco (92 R.S.), Olivenca (92R.S.), Estrela de Alagoas (82 R.S.), Palmeiras dos indios
(82R.S.), Traipu (72RS), Arapiraca (7°R.S.), Batalha (7°R.S.) e Lagoa da Canoa (7°R.S.).
Além disso, 15 dos 20 pacientes participantes advém de municipios endémicos para LV
(Santana do Ipanema, Coruripe, Poco das Trincheiras, Senador Rui Palmeira, Traipu,
Estrela de Alagoas, Ouro Branco, Olivenca, Arapiraca, Batalha e Palmeira dos indios),
porém também ha aparecimento de casos (5) em locais ndo endémicos (Sao José da
Tapera, Lagoa da Canoa e Quebrangulo), que demonstra a saida do vetor de locais
prevalentes para outros, 0 que vem acontecido com maior frequéncia atualmente e
possibilita maior transmisséo do parasita (GIANS/SUVISA/SESAU-AL, 2017).

5.3.1 Efeito protetor

Com o intuito de avaliar o dano hepético, foram analisados os marcadores
plasmaticos AST (aspartato aminotranferase) e ALT (alanina aminotranferase), além
dos biomarcadores da funcdo renal ureia e creatinina, antes, durante e apds o tratamento
(Figura 12). onde temos que para os pacientes do GELV-A, a média dos valores das
transaminases se mantiveram acima das taxas de normalidade durante e ap6s o
tratamento, como visto por An e colaboradores (2019), que observou aumento
significativo dessas enzimas com uso de Glucantime®, explicada por este apresentar
hepatotoxidade descrita em literatura (KATO et al., 2014). Quando analisado os niveis
plasmaticos das transaminases nos pacientes do GE-LVAB, foi observado que antes do
tratamento encontrava-se dentro dos valores de referéncia, o que foi mantido apds
tratamento, 0 que pode estar associada indicando acdo hepatoprotetora que a propolis
exerce no tratamento de leishmaniose (SILVA et al., 2016).

A fim de avaliar a fungdo renal, foram medidos os niveis plasmaticos de
creatinina e ureia, dispostos no apéndice 3. Observou-se que a média dos valores
obtidos dos pacientes de ambos os grupos de estudo se manteve dentro dos valores de

referéncia.



41

Quadro 7 - Média dos valores obtidos dos marcadores plasmaticos dos pacientes

GE-LVA GE-LVAB Valores
Antes | Durante | Apos Antes | Durante | Apo0s normais
AST 59,6 59,9 47,2 40,4 42,5 40,3 12-42 UI/L
ALT 31,5 56,1 55,0 34 48,2 40,5 8-42 Ul/L
Ureia 25,5 24,5 24,4 26,1 28,8 25,1 15-40mg/dL
Creatinina 0,80 0,73 0,83 0,74 0,81 0,89 | 0,3-1,3mg/dL

Fonte: Autoria prépria, 2019

Como os marcadores plasmaticos ndo mostraram diferenca, resolveu-se avaliar o
hemograma desses pacientes. Ao analisar alteragdes hematoldgicas, como anemia,
trombocitopenia, leucopenia e linfocitose, caracteristico de LV (NASCIMENTO E
MEDEIROS, 2010), foram avaliados alguns marcadores, sendo estes hematdcrito,
leucdcitos, linfocitos e plaguetas, dispostos no apéndice 3. O primeiro desses avalia a
porcentagem de hemacias em determinado volume de sangue, que neste estudo
demonstrou-se abaixo das taxas normais nos pacientes do GE-LV-A e GE-LV-AB.
Esses dados demonstram a anemia causada pela doenca, que, quando grave, compdem
uma das principais causas de morte por LV (MOREIRA, 2012). Os marcadores
hematoldgicos apresentaram resultados comparaveis nos dois grupos de estudo.

A leucopenia também caracteristica da doenca foi avaliada por leucdécitos totais
e linfocitos. Os valores demonstraram leucopenia nos pacientes dos dois grupos, mas foi
visto que conforme tratamento houve aumento das taxas. Esse efeito foi observado por
Morizot et al. (2016), onde pacientes imunosuprimidos conseguiram aumentar e
normalizar quantidade de leucdcitos ap6s terapia comantimoniato de meglumina,
incluindo nesses dados pacientes infantis. J& os linfécitos em termos percentuais
estavam em valores normais e mantiveram-se assim com o tratamento, achado comum
em pacientes com LV (MOREIRA, 2012). Isso demonstra que a leucopenia adveio de
outros componentes do sistema imune, como neutrofilos, sendo a neutropenia uma das
mais frequentes alteragdes, como consequéncia da depressdo medular, sequestro
esplénico hiperesplenismo, hemofagocitose e reacdes de autoimunes (OLIVEIRA et al.,
2010).

Avaliando o nimero de plaquetas antes do tratamento estava abaixo do normal
para os pacientes do GE-LV-A e GE-LV-AB, caracterizando a trombocitopenia, achado
frequente em paciente com LV, que facilita fendbmenos hemorragicos e nos casos graves

(contagem menor que 40mil/mm®) sdo letais (SARKARI et al., 2016). Conforme
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tratados, os valores dos pacientes subiram para valores normais, mostrando que ambos
0s tipos de terapias foram eficientes para isso.

Quadro 8 - Média dos valores obtidos de marcadores hematoldgicos dos pacientes

GE-LVA GE-LVAB Valores normais
Antes | Durante | Apé6s | Antes | Durante | Apoés
Hematocrito | 25,6 26,8 28,6 25,8 27,3 28,3 36-54%

Leucécitos | 2362,8 3464 4227 2989 3233 3896 4000-10000mm?
totais

Linfocitos 45,8 42,2 41,3 43,3 39,5 40,3 25-50%

Plaquetas 100,3 184,8 2034 | 107,4 157,7 204,9 | 150-450mil/mm®

Fonte: Autoria propria, 2019.

A hepatoesplenomegalia € uma das caracteristicas mais comuns na apresentacédo
clinica de pacientes acometidos por LV, também presente nos pacientes incluidos neste
estudo. A diminuicéo destes 6rgdos ao tamanho normal com o tratamento foi avaliada e
os dados estdo dispostos no apéndice 5.Para 0 GE-LV-A, foi observado regressdo do
figado e baco na maioria dos casos, porém o paciente LVA8 nédo regrediu totalmente o
baco e 0 LVAL0 ndo regrediu totalmente baco e figado, ficando com aumento em torno
de 2cm. A diminuicdo com a terapia € prevista e descrita na literatura, como no estudo
de Morizot et al. (2016), em que houve diminuicdo esplénica de 4cm com o tratamento
utilizando exclusivamente o Glucantime®.

J& para o GE-LV-AB, foi observada regressdo de figado e baco em todos os
pacientes, com exce¢do do LVABL. Porém este paciente possuia hepatomegalia macica
(>19cm de aumento no volume do figado) e teve regressdo total desta. Isso revela alta
eficiéncia da co-terapia com PVA no tratamento da hepatomegalia e esplenomegalia.
Este melhor resultado condiz com o descrito na literatura, em que a propolis atua
reduzindo a inflamacdo no figado e bago, diminuindo os niveis de enzimas, deposi¢do
de fibras de colageno, reducdo na producao de citocinas pro-inflamatérias e na reversdo
da hepatoesplenomegalia (SILVA et al., 2016).

A reducdo percentual desses 6rgdos ao término do tratamento estadispostana
tabela 6, incluindo média e mediana. Segundo Pedrosa (2004), o baco é maior que 0
figado, porém com o tratamento, a regressdo do tamanho do bago ocorre mais precoce e
rapidamente que a do figado. Vale ressaltar que nos pacientes que fizeram o uso da
propolis ocorreu o inverso, no figado a reducdo foi mais acentuada, sendo 100%,
diferente do baco que no término do tratamento apresentou reducdo de 92,1%. Em
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contrapartida, os pacientes do grupo LVA, apresentaram reducdo do figado de 89,3% e
do bago em 91,1%.

Tabela 6 — Média, desvio padrdo, mediana e reducdo percentual do tamanho médio do
baco e do figado na internacdo e na alta do tratamento.

Internacéo (cm) Alta (cm) % de
reducdo*

Grupos Orgdos Meédiazdp Mediana  Médiatdp Mediana

BACO 5,6 + 3,30 4 0,5+1,08 0 91,1
LVA
FIGADO 4,0x294 3 0,6 +1,26 0 89,3
BACO 51x3,1 4 0,4+1,26 0 92,1
LVAB
FIGADO 7,6 +5,58 6 00 0 100
*100 (média do tamanho do érgéo ao término do tratamento x 100)

média do tamanho do 6rgdo antes do tratamento

DP- Desvio padréo
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6 CONCLUSAO

O uso do extrato de Prépolis Vermelha de Alagoas(PVA) em co-terapia com
glucantime em pacientes de LT, foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizacao das lesdes
quando comparada ao grupo controle, evidenciando uma possivel acdo cicatrizante da
PVA.

Embora ndo houve diferenca significativa dos marcadores plasmaticos e
hematoldgicos nos pacientes de LV, com o uso da PVA conseguiu acelerar o processo
de regressdo das visceras, principalmente o figado, mostrando ser eficaz no tratamento
da hepatoesplenomegalia.

A prépolis representa um grande potencial como uma alternativa a ser utilizada
de forma complementar nas terapias ja existentes para o tratamento de diversas doencas,
dentre elas a leishmaniose, no entanto, mais estudos deverdo ser conduzidos para

maiores elucidacgdes de seus efeitos em relacdo a atividade leishmanicida.
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APENDICE 1- Caracteristicas das lesdes de LT dos pacientes incluidos no estudo

Tempo de Media do
Grunos | Siglas Local da Antesdo | Duranteo ApGs 0 cicatrizacdo | tempo de
P g lesdo tratamento | tratamento tratamento das lesdes | cicatrizacéo
04/07/2017 01/08/2017 21/08/2017
LTAL esquerda
13/06/2017 03/07/2017 15/08/2017
25mm 20mm L. fechada
LTA2 Perna direita i 84 dias n=10
' Média: 63,6
07/05/2019 04/06/2019 09/07/2019
20mm 15mm L. fechada
LTA3 Perna 64 dias
esquerda
GE-LTA
LTA4 | Antebraco | 30/04/2019 | 28/05/2019 | 05/07/2019 67 dias
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direito 20mm 15mm L. fechad_a
30/04/2019 28/05/2‘019‘ . 05/07/2019
20mm 15mm L. fechada
Perna 67 dias
LTAS esquerda
14/05/2019 | 04/06/2019 16/07/2019
10mm 10mm L. fechada
LTA6 Bra(;o ) i 64 dias
esquerdo
11/06/2019 | 25/07/2019 16/08/2019
12mm 10mm L. fechada
LTA7 | pé esquerdo i 67 dias
LTA8 | Bragodireito | 16/04/2019 | 14/05/2019 04/06/2019 49
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12mm 10mm L. fechada
%
02/07/2019 | 06/08/2019 10/09/2019
22mm 13mm L. fechada
LTAS | Pperna direita - 70
09/07/2019 | 13/08/2019 03/09/2019
Braco 5mm 3mm L. fechada .
LTAIO esquerdo ;
¥ 3
18/09/2017 | 09/10/2017 27/11/2017
Face 15mm 15mm L. fechada
LTAB1 - 67 dias
(Bochecha) f@ ‘ - 5
F
GE-LTAB 16/01/2018 06/02/2018
Frontal
LTAB2 20 dias
15mm L. fechada




I =
8.

23/07/2018 | 06/08/2018 11/09/2018
LTAB3 Costas 15mm 5mm L. fechada
- -
14/05/2019 | 11/06/2019 16/07/2019
Bra(;c(; 10mm 7mm L. fechada
LTAB4 esquerdo a . . 54 dias
07/05/2019 | 01/06/2019 02/07/2019
10mm 5mm L. fechada
LTABs | Dedoanelar L) 58 dias
da méo direita Py
LTAB6 Perna 07/05/2019 | 01/06/2019 02/07/2019 58 dias

Média: 54,1
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esquerda

50mm

|

20mm

L. fechada

01/062019

16/07/2019

14/05/2019
20mm 18mm L. fechada
LTAB7 | Braco direito
63 dias
14/05/2019 | 03/06/2019 02/07/2019
5mm L. fechada
LTAB8 | perna direita 3 — 48 dias
02/05/2019 | 04/06/2019 02/07/2019
15mm 12mm L. fechada
LTAB9 Braco = — & @ 62 dias
esquerdo g 4
04/11/2018 | 18/12/2018 15/01/2019
LTAB10 | Coxa direita
15mm 10mm L. fechada 60 dias
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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ALT(U/L) AST (U/L)

UREIA(mg/dL)

CREATININA(mMg/dL)
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APENDICE 2-Marcadores Plasmaticos (AST e ALT) e Biomarcadores (Ureia e Creatinina) em
pacientes diagnosticados com LT, em a) GE-LT-A e em b) GE-LTAB
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T
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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APENDICE 3- Marcadores Plasmaticos (AST e ALT) e Biomarcadores (Ureia e Creatinina)
em pacientes diagnosticados com LV, em a) GE-LVA e em b) GE-LVAB
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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APENDICE 4-Marcadores Hematoldgicos (Hematdcrito, leucdcitos, linfécitos e plaquetas) em
pacientes diagnosticados com LV, em a) GE-LVA e em b) GE-LVAB

54%

VA2 LVAS LVAB

LVA6

LVA9

LVA4 LVAS LVA7

LVA1

HEMATOCRITO (%)

36%
LVA10

CyoN T T T
SSE g8 & %‘ C&F 8
?0%“& ks %@ ks %@ w v & v voy v

0

1 T

L&e S L
Vg&%‘? ?g@

&
&

Tratamentdias)

A2)

10000

& &
T Wy o

vy
Py
G

T
$&E
S
¢ Ty

95004
90004
8500
80004
75004
70004
6500
60004
55004
50004
4500

4000

LVA6

LVAT

LAz LVA

LVA1 LS LVA8

10.000mm*

LVA9

LVA10
4000mm®

35004
30004
2500
2000
15004
1000

5004

LVA2

LEUCOCITOS (mm?)

- T $® Qo &,
I 2 AN e &

< 3 QOGRS Q“ VaS *’ )
I X POLE L X SR

Tratamentd{dias)

A3)

LVAS

LVA1 LVAB LVA7 LVA8

a9 LVAT0

50%

LINFOCITOS (%)

- 25%

g@

‘
o OrEe pos @
S G I G G GV ?x@«‘,e
<

X S

Tratamento (928)

A4)

LVAG

¢ &
@M‘Y G
CAN X

To
W« &%&v
o

450 milimm?

VA4 Lvas LVAT

LVA1

LVA3

VA2 LVA8

LVA9

LVA10

150 millmm?*

PLAQUETAS (mil/mm?)

1

T

o ; T
GRS S & o @
WO e w @‘M" G “v* v;@“v
< O

Tratamento (dias)

)

&

-
g8
SO

VQQ

B1)

LEUCOCITOS (mm3)

LINFOCITOS (%)

8- 54%
50
454
LVAB3 LVAB10
404 LVAB2 LVAB4  LVABS LVAB6 LVAB7 LVAB8  |vAB9
g H 36%
2 ] Lvat
3
8 25
2
< 204
>
g 154
10
5]
0 T T T
Ex 7 T S
A GG e R G g
Tratamento (dias)
10000 10.000mm?
9000
LVAB7
8000 4 LVAB3 -
7000 LVAB2 LVAB4  LVAB5
] B LVABG LVAB10
6000 n N
LVAB1 . M 1
5000 LVAB8
LVAB9
1000 5 | | - | 4000mm?
3000
2000
1000 W
0 T
FEo o SLLo o¢ O 'SP 08P O8F  O8F E8F
SN LT e R S S N g
Tratamento (das)
704 LVAB3
M LVAB4
ol LVAB9 LVAB10
LVAB2 LVAB7  |VAB8 M
L A 5%
50 = i
LVAB1 LVAB5  LVAB6 il .
40 N L m M
30 [ M
L 25%
20
104
0
Feo o © \p S LS e R
S G WO R G G g
Tratamento ~ (dias)
704 LVAB3
M LVAB4
ol - LVAB9  LVAB10
LVAB2 LVAB7  LvAB8 M
L )
50 (= M
s LVAB1 LVAB5  LVAB6 M -
5 w4 M M L M [
2 B a L,
g i - -
g w0 [ M
g H 25%
3 %
104 “
0
RS % YT 5 Py Ry Ry oo
S G I e e S I L

Tratamento  (dias)



62

Fonte: Autoria propria, 2019.

APENDICE 5- Gréficos referentes a diminuicio do tamanho bago e figado. Dados doGE-LV-A
em: A) diminuicdo do tamanho baco e B) Diminui¢do do tamanho do figado; Dados do GE-

A)

—a— VA1
—e— LVA2
—Aa— LVA3
—0— LVA4
—e— LVAS
10 —3— LVA6
—%— LVA7
—>— LVA8
—e— LVA9
—<— LVA10

Tamanho do bago(cm)
[«
1

0 T T T

na internagéo na alta

LVm: C) diminuicéo do tamanho bago e D) Diminuicéo do tamanho do figado.

B)

—a— LVA1
10 o —e— LVA2
—a&— LVA3
—v— LVA4
—<4— LVA5
—»— LVAG6
—eo— LVA7
—e— LVAS8
6 —e— LVA9
—x— LVA10

Tamanho do Figado(cm)

0 T T

na internacéo na alta



C)

D)

Tamanho do figado(cm)

Tamanho do bago(cm)

12 4

10

22
20
18 4
16 -
14 4
12 4
10 4
8_
6_
4

2

—v— LVAB4
—<4— LVAB5
—»— LVABG6
—e— LVAB7
—e— | VABS
—e— LVAB9

—a— | VAB1
—e— LVAB2
—A— LVAB3

—*— LVAB10

na internagao

na alta

—a— LVAB1
—e— LVAB2
—4a— | VAB3
—v— LVAB4
—o— LVAB5
—— LVAB6
—e— LVAB7
—e— LVABS8
—&— LVAB9
—x— LVAB10

na internagdo

na alta
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ANEXO 1- Aprovagdo CEP/UFAL
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& pmenda ol solicikada pele nelator do CEP do Centre Coparicipanie [CPgAMIFioouzPE] oom ajusies na
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

ALAGOAS

Comiramcies 45 Perees 1 TEH 400

Avallygdo dot Rleoot & BEsnafiolo:
Soram Rformados adequadaments.

Comentarios & Conclderaples cobre 2 Pecgulca:

™

Serd nealimado estedo dinko prospectivo em pacienies diagnosticedcs com Leishmaniose Tegameniar (LT}
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Prupos: grupo Estudo-LT-A (GE-LT-A) & grups astudo-LV-& (SE-LYV-A), pacientes com LT ou LV gqus farfo
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ANEXO 2- Termos de consentimento/ assentimento LT

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“O respeito devido 4 dignidade humana exige
que toda pesquisa se processe apos
consentimento livre e esclarecido dos
sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou
por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participagdo na pesquisa’.
(Resolucéo, n° 466/12, do Conselho Nacional
de Saude)

BU, o , tendo sido
convidado(a) a participar como voluntario do estudo: “Prevengdo primaria ¢ secundaria
nas leishmanioses — Investigacdo de extrato de prépolis vermelha de Alagoas em co-
terapia com Glucantime®”. Recebi da Sra. Profa. Dra. Camila Braga Dornelas, do Curso
de Farmécia, da Escola de Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de
Alagoas, responsavel por sua execucdo, as seguintes informacdes me fizeram entender
sem dificuldades e sem duvidas o0s seguintes aspectos:

e Que o estudo se destina a avaliar o efeito da propolis em co-terapia com

Glucantime em pacientes diagnosticados com Leishmaniose Tegumentar;

e Que a importancia deste estudo € a de possibilitar a melhora da qualidade de

vida do paciente;

e Que os resultados que se desejam alcangar sdo 0s seguintes: possibilitar a

cicatrizacdo mais rapida das lesdes, dificultar o aparecimento das lesdes

secundarias e reduzir os efeitos adversos relacionados ao farmaco e/ou a doenca;

e Que esse estudo comecarad em fevereiro/2017 e terminard em setembro/2018;

e Que o estudo sera feito da seguinte maneira: a solucdo de extrato de propolis

serd dada gratuitamente, bem como fornecidas suas instrucbes de uso, e seu

efeito serd verificado pelo tempo de cicatrizacdo das lesdes (medicdo do

didmetro quinzenalmente em visitas agendadas, até o desaparecimento total) e

exame de sangue;

e Que eu participarei das seguintes etapas: limpeza das lesfes e administracdo do

produto, conforme as instrucdes de uso:

e Que os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados sdo as

seguintes:ndo ha (a Unica medida adotada é a limpeza das lesdes);

e Que os incdmodos e riscos da pesquisa podem ser: inibicdo/constrangimento

diante de um observador, quebra de sigilo da pesquisa e hipersensibilidade a
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gualquer um dos componentes da solucdo de extrato de propolis ou a outros da

mesma classe ou reacoes alérgicas.

Que deverei contar com a seguinte assisténcia: equipe multidisciplinar em

saude;
Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que

nao diretamente sdo: garantia da eficacia do farmaco, com menor tempo de

cicatrizacdo das lesdes, menor chance de efeitos adversos, de evolucdo para

lesBes secundarias ou novas manifestacdes da doenca, aumentando a adesdo ao

tratamento e melhorando a qualidade de vida dos pacientes;

Que a minha participacdo serd acompanhada do seguinte modo: visitas

periddicas sob orientacdo de um profissional médico;

Que eu serei informado (a) sobre o resultado final desta pesquisa, e sempre que
eu desejar seré fornecido esclarecimento sobre qualquer etapa da mesma.

Que eu poderei, sem o saber, fazer parte de um grupo de outros voluntari(os,as)
que deverdo utilizar falsos medicamentos que ndo produzirdo nenhum efeito
sobre mim;

Que a qualquer momento, eu poderei recusar e continuar participando do estudo
e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga
qualquer penalidade ou prejuizo;

Que as informac@es conseguidas atraves da minha participacdo nao permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a
divulgacdo das mencionadas informacdes sé sera feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

Que eu deverei receber uma via do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido;

Que os critérios para suspender ou encerrar as pesquisas poderdo ser de ordem
operacional, inclusive pela possibilidade de haver recursos em participar do
estudo. Caso ndo haja anuéncia por parte da populacdo-alvo em participar das
entrevistas individuais e/ou atividades que inviabilizem a constituicdo de uma
amostra estatisticamente viavel — posicdo eu sera prontamente respeitada — sera
possivel rediscutir o delineamento do projeto, suspendé-lo ou mesmo encerra-lo.

Ressalta-se, ainda, ser dever do pesquisador responsavel suspender a pesquisa
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imediatamente ao perceber algum risco ou dano a satde do sujeito participante
da pesquisa, consequente & mesma, ndo previsto neste termo de consentimento.

e Que eu deverei ser ressarcido por qualgquer despesa que venha a ter com a minha
participagdo nesse estudo e, também, indenizado por todos os danos que venha a
sofrer pela mesma razdo, sendo que, para estas despesas foi-me garantida a

existéncia de recursos.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a
minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacao
implicard, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

e Endereco do participante-voluntario;
e Domicilio (rua, praga, conjunto);

e Bloco (N°, complemento);

e Bairro (CEP, cidade, telefone);

e Ponto de referéncia.

e Contato de urgéncia: Sr(a). CAMILA BRAGA DORNELAS;
e Domicilio: Rua Prof. Santos Ferraz, 213

e Bloco B, ap. 403

e Bairro Pogo

e Ponto de referéncia na rua da praga Maravilha

Endereco dos responsaveis pela pesquisa

Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Campus A.C. Simdes, s/n

Bairro: CEP/cidade: Cidade Universitaria/ Maceio — AL
Telefones para contato: (82) 3214-1154

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua

participacdo no estudo, dirija-se ao:
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Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas
Prédio da Reitoria, sala do C.O.C., Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria
Telefone: 3214 - 1041

Maceio,

i Ny — —— r
(Assinatura ou impresséo datiloscopica da :

voluntaria ou responsavel legal — Profa. Dra. Camila Braga Dornelas

Rubricar as demais folhas)
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para criancas e adolescentes - Resolucdo 466/12do Conselho Nacional de Satde)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Prevengdo primaria e
secundaria nas leishmanioses — Investigacao de extrato de propolis vermelha de Alagoas em co-
terapia com Glucantime®”. Esta pesquisa é de responsabilidade da pesquisadora Sra. Profa. Dra.
Camila Braga Dornelas, do Curso de Farmécia, da Escola de Enfermagem e Farmécia da
Universidade Federal de Alagoas. Seus pais (ou responsaveis legais) permitiram que vocé
participe.

Queremos saber o efeito da propolis com o farmaco padréo (Glucantime) em pacientes
diagnosticados com Leishmaniose Tegumentar. Participardo da pesquisa criangas e

adolescentes, entre 6 e 18 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo tera

nenhum problema se desistir.

A pesquisa sera feita com a solucdo de extrato de propolis, fornecida
gratuitamente, bem como suas instrugdes de uso, e seu efeito sera verificado pelo tempo
de cicatrizacdo das lesdes (medicdo do didmetro quinzenalmente em visitas agendadas,
até o desaparecimento total) e exame de sangue.

O uso do produto é considerado seguro, mas € possivel ocorrer
hipersensibilidade ou alergia. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo
telefone (82) 99699-3462 do/a pesquisador/a Camila Braga Dornelas.

Mas ha coisas boas que podem acontecer como melhora das lesBes em menor tempo,

menor chance de efeitos ruins durante o tratamento ou novas manifestagdes da doenca, tornando

o tratamento mais facil.

Nem vocé e nem seus pais (ou  responsdveis  legais)
pagardonadaparavocéparticipardesta  pesquisa, também  ndoreceberdo  nenhum
pagamento para a sua participacdo, pois € voluntaria.Se houver necessidade, as
despesas(deslocamento ealimentacdo)para asuaparticipacdo e de seus pais serdo
assumidas ou ressarcidas pelos pesquisadores. Fica também garantidaindenizacdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da suaparticipacdo na pesquisa,
conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras

pessoas, nem daremos a estranhos as informac6es que vocé nos der. Os resultados da
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pesquisa vao ser publicados, sejam eles bons ou ndo, mas sem identificar as criancas
que participaram.

Se voce tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi o telefone na parte de
cima deste texto.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa‘“Preven¢ao

primaria e secundaria nas leishmanioses — Investigacdo de extrato de propolis vermelha de

Alagoas em co-terapia com Glucantime®”.
Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer

“nao” e desistir e que ninguém vai ficar irritado.
Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma coOpia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Macei®, de de

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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ANEXO 3- Termos de consentimento/ assentimento LV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ...

“O respeito devido & dignidade humana exige
que toda pesquisa se processe apos
consentimento livre e esclarecido dos
sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou
por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participagcdo na pesquisa’.
(Resolucéo, n° 466/12, do Conselho Nacional
de Salde)

............................................................................................... , tendo sido convidada

a participar como voluntario do estudo: “Prevencdo primaria e secundéria nas
leishmanioses — Investigacdo de extrato de propolis vermelha de Alagoas em co-terapia
com Glucantime®”. Recebi da Sra. Profa. Dra. Camila Braga Dornelas, do Curso de
Farmécia, da Escola de Enfermagem e Farmécia da Universidade Federal de Alagoas,
responsavel por sua execucdo, as seguintes informacdes me fizeram entender sem
dificuldades e sem duvidas os seguintes aspectos:

Que o estudo se destina a avaliar o efeito da propolis em co-terapia com

Glucantime em pacientes diagnosticados com Leishmaniose Visceral;

Que a importancia deste estudo € a de possibilitar a melhora da qualidade de

vida do paciente;

Que os resultados que se desejam alcancar sdo o0s seguintes: reduzir os efeitos

adversos relacionados ao farmaco e/ou a doenca;

Que esse estudo comecara em fevereiro/2017 e terminara em setembro/2018;

Que o estudo sera feito da seguinte maneira: a solucdo de extrato de prépolis

serd dada gratuitamente, bem como fornecidas suas instrucbes de uso, e seu

efeito sera verificado periodicamente por exame de sanque;

Que os incébmodos e riscos da pesquisa podem ser: inibicdo/constrangimento

diante de um observador, quebra de sigilo da pesquisa e hipersensibilidade a

gualguer um dos componentes da solucdo de extrato de prépolis ou a outros da

mesma classe ou reacoes alérgicas.

Que deverei contar com a seguinte assisténcia: equipe multidisciplinar em

salde;
Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que

ndo diretamente sdo: garantia da eficdcia do farmaco, com menor chance de
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efeitos adversos, ou novas manifestacbes da doenca, aumentando a adesdo ao

tratamento e melhorando a qualidade de vida dos pacientes;

e Que a minha participacdo serd acompanhada do seguinte modo: visitas

periddicas sob orientacdo de um profissional médico;

e Que eu serei informado (a) sobre o resultado final desta pesquisa, e sempre que
eu desejar seré fornecido esclarecimento sobre qualquer etapa da mesma.

e Que eu poderei, sem o saber, fazer parte de um grupo de outros voluntari(os,as)
que deverdo utilizar falsos medicamentos que ndo produzirdo nenhum efeito
sobre mim;

e Que a qualquer momento, eu poderei recusar e continuar participando do estudo
e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga
qualquer penalidade ou prejuizo;

e Que as informacdes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a
divulgacdo das mencionadas informacdes s6 sera feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

e Que eu deverei receber uma via do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido;

e Que os critérios para suspender ou encerrar as pesquisas poderdo ser de ordem
operacional, inclusive pela possibilidade de haver recursos em participar do
estudo. Caso ndo haja anuéncia por parte da populacdo-alvo em participar das
entrevistas individuais e/ou atividades que inviabilizem a constituicdo de uma
amostra estatisticamente viavel — posicdo eu sera prontamente respeitada — sera
possivel rediscutir o delineamento do projeto, suspendé-lo ou mesmo encerra-lo.
Ressalta-se, ainda, ser dever do pesquisador responsavel suspender a pesquisa
imediatamente ao perceber algum risco ou dano a saude do sujeito participante
da pesquisa, consequente a mesma, ndo previsto neste termo de consentimento.

e Que eu deverei ser ressarcido por qualquer despesa que venha a ter com a minha
participacao nesse estudo e, também, indenizado por todos os danos que venha a
sofrer pela mesma razédo, sendo que, para estas despesas foi-me garantida a

existéncia de recursos.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a

minha participa¢cdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das



77

minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacao
implicard, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

e Endereco do participante-voluntario;
e Domicilio (rua, praca, conjunto);

e Bloco (N°, complemento);

e Bairro (CEP, cidade, telefone);

e Ponto de referéncia.

e Contato de urgéncia: Sr(a). CAMILA BRAGA DORNELAS;
e Domicilio: Rua Prof. Santos Ferraz, 213

e Bloco B, ap. 403

e Bairro Pogo

e Ponto de referéncia na rua da praga Maravilha

Endereco dos responsaveis pela pesquisa

Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Campus A.C. Simdes, s/n

Bairro: CEP/cidade: Cidade Universitaria/ Maceio — AL
Telefones para contato: (82)

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio da Reitoria, sala do C.O.C., Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria
Telefone: 3214 - 1041

Maceio,
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' i )
. . —| _Acerde (B CovaSon
(Assinatura  ou  impressdo e

Profa. Dra. Camila Braga Dornelas

datiloscopica da voluntaria ou
responsavel legal — Rubricar as

demais folhas)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para criancas e adolescentes - Resolucdo 466/12do Conselho Nacional de Satde)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Prevengdo primaria e
secundaria nas leishmanioses — Investigacao de extrato de propolis vermelha de Alagoas em co-
terapia com Glucantime®”. Esta pesquisa ¢ de responsabilidade da pesquisadora Sra. Profa. Dra.
Camila Braga Dornelas, do Curso de Farmacia, da Escola de Enfermagem e Farmécia da
Universidade Federal de Alagoas. Seus pais (ou responsaveis legais) permitiram que vocé
participe.

Queremos saber o efeito da prépolis com o farmaco padrdo (Glucantime) em pacientes

diagnosticados com Leishmaniose Visceral. Participardo da pesquisa criangas e adolescentes,

entre 6 e 18 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo terad

nenhum problema se desistir.

A pesquisa sera feita com a solucdo de extrato de propolis, fornecida
gratuitamente, bem como suas instrucbes de uso, e seu efeito serd verificado
periodicamente por exame de sangue.

O uso do produto é considerado seguro, mas € possivel ocorrer
hipersensibilidade ou alergia. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo
telefone (82) 99699-3462 do/a pesquisador/a Camila Braga Dornelas.

Mas ha coisas boas que podem acontecer como menor chance de efeitos ruins durante o

tratamento ou novas manifestaces da doenca, tornando o tratamento mais facil.

Nem  vocé e nem  seus pais  (ou responsaveis legais)

pagardonadaparavocéparticipardesta  pesquisa, também  ndoreceberdo  nenhum
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pagamento para a sua participacdo, pois € voluntaria.Se houver necessidade, as
despesas(deslocamento ealimentagcdo)para asuaparticipacdo e de seus pais serdo
assumidas ou ressarcidas pelos pesquisadores. Fica também garantidaindenizagdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da suaparticipacdo na pesquisa,
conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Ninguém saberd que vocé esté participando da pesquisa; ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informacgdes que vocé nos der. Os resultados da
pesquisa vao ser publicados, sejam eles bons ou ndo, mas sem identificar as criancas
que participaram.

Se voce tiver alguma davida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi o telefone na parte de

cima deste texto.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa “Prevengédo

primaria e secundaria nas leishmanioses — Investigacdo de extrato de propolis vermelha de

Alagoas em co-terapia com Glucantime®”.
Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer

“ndo” e desistir e que ninguém vai ficar irritado.
Os pesquisadores tiraram minhas dvidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma cdépia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Macei®, de de

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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