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Resumo: FUNDAMENTOS: O tratamento de primeira escolha da leishmaniose tegumentar americana é a N-
metil-glucamina que tem alta toxicidade, exige administragao parenteral e nem sempre cura. A azitromicina
mostrou ac¢ao in vitro e resultado contraditério na doenga humana.

OBJETIVO: Verificar se a associacio N-metil glucamina+azitromicina é mais eficaz do que N-metil glucamina
no tratamento da leishmaniose experimental.

METoDos: 25 camundongos inoculados com a cepa C57BL/6 de L. (L.) amazonensis foram divididos em dois
grupos. Um foi tratado com 400mgSbV/kg/dia de N-metil-glucamina associado a 200mg/kg/dia de azitromi-
cina durante 20 dias, e o outro com N-metil glucamina, na mesma dose, durante o mesmo tempo. Foi feita
avaliagao clinica e parasitolégica com analise estatistica.

ResurtapO: Na avaliacdo clinica, pesquisa de amastigotas e das culturas, nio houve diferenca estatistica.
Verificou-se, entretanto, diferenga significante no resultado das culturas realizadas através de diluigao limi-
tante, que desfavoreceu a associacio NMG+ azitromicina.

CONCLUSAO: A associagao N-metil glucamina e azitromicina nio demonstrou mais eficacia do que o N-metil
glucamina em uso isolado.

Palavras-chave: Azitromicina; Leishmaniose cutanea; Leishmaniose cutinea/terapia

Abstract: BACKGROUND: The first choice treatment for cutaneous Leishmaniasis is N-methyl glucamine:
it has high toxicity, requires parenteral administration and cure is not always reached. Azythromycin sho-
wed in vitro action and controversial results in humans with the disease.

OspjecTive: To verify if the association of N-methyl glucamine - azythromycin is more effective than
N-methyl glucamine alone for the treatment of experimental Leishmaniasis.

MEetHODS: Twenty-five C57BL/6 mice were inoculated with L. (L.) amazonensis strain and divided into two
groups. One group was treated with 400mgSbV/kg/day of N-methyl glucamine and 200mg/kg/day of azyth-
romycin for 20 days and the other group received the same dose of N-methyl glucamine alone during the
same period of time. Clinical and parasitological evaluations were submitted to statistical analyses.
Resurts: There was no statistical difference in clinical analysis, in amastigotes investigation and in cultu-
res. There were significant differences in cultures using limiting dilution, which showed lower efficacy
of the association N-methyl glucamine -azythromycin.

ConcrusioN: N-methyl glucamine-azythromycin association was not more effective than N-methyl glucamine alone.
Keywords: Azythromycin; Leishmaniasis, cutaneous; Leishmaniasis, cutaneous/therapy
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INTRODUCAO

A importancia epidemiolégica das leishmanio-
ses na saude publica demanda o desenvolvimento e o
barateamento de medicamentos para tratd-las.
Diversos fatores dificultam o controle dessas doencas:
falta de vacina, grande variedade de espécies de leis-
hmainias e fleb6tomos, falta de conhecimento e pre-
vencao da doenca pela populagao, entre outros.

O medicamento de primeira escolha para o tra-
tamento das leishmanioses no Brasil e em outros pai-
ses de lingua nao inglesa, é o antimonial pentavalente
N-metil-glucamina (NMG), droga de elevada toxicida-
de,"” que requer administracio parenteral e pode nio
ser efetiva no tratamento.”* Nesse caso, outras drogas,
como anfotericina B classica e pentamidina, que sao
também nefro-cardio-hepato-pancreatotoxicas e inje-
taveis, sao utilizadas.

A azitromicina é antibiético macrolideo usado
ha mais de 40 anos em varias condi¢Oes infecciosas,
principalmente nas do trato respiratorio e nas doen-
cas sexualmente transmissiveis e com potencial ativi-
dade leishmanicida.”” A classe dos macrolideos atua
inibindo a sintese proteica, dissociando o peptidio do
ribossomo.® Tem caracteristicas como a de concentrar-
se nos tecidos, especialmente nos macréfagos, com
niveis 100 a 200 vezes superiores do que no soro, tor-
nando-a atrativa para o tratamento de infeccoes causa-
das por micro-organismos intracelulares. Outras van-
tagens sao a possibilidade de administracio por via
oral ou injetavel, boa biodisponibilidade oral e longa
meia-vida, relativa segurancga para uso em gravidas e
criancas, e perfil de baixa toxicidade. Varios protozoa-
rios diferentes, como Plamodium falciparum,
Plasmodium vivax e Toxoplasma gondii tém sido sus-
ceptiveis a azitromicina em experimentos 7 vitro € in
vivo em diversos niveis.*

A azitromicina teve agao contra a L. major in
vitro e in vivo, sem que, contudo, se conhecesse seu
mecanismo de acdo. Usando-a no tratamento de
pacientes, foi demonstrada acao leishmaniostatica com
resposta terapéutica mais lenta do que a dos antimo-
niais.” Em experimentagoes in vifro, a azitromicina nao
contribuiu para a fagocitose da L. major, mas aumen-
tou a taxa de morte intracelular das amastigotas.’®
Outra possibilidade é que a azitromicina tenha efeito
imunomodulador, diminuindo-lhes o nimero e ativan-
do neutroéfilos e prevenindo a producao de mediado-
res e citocinas pro-inflamatorias.”” In vitro, também
mostrou eficacia para L. (L.) amazonensis, L. (V) bra-
zililensis) e L. (L) chagasi na concentragio de
150ug/ml.*

Em estudo clinico realizado em Manaus, onde a
espécie L. (V) guyanensis é predominante, foi verifica-
da baixa eficicia em 26 pacientes com leishmaniose
cutinea (LC) que receberam essa droga por 20 dias
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sendo também observados efeitos colaterais como
diarreia em 60%, dor abdominal em 28%, cefaleia e
nduseas em 12%." Outro estudo clinico avaliou a efi-
cacia da azitromicina em trés pacientes idosos com
leishmaniose mucosa (LM) associada a cardiopatia
cronica. A droga foi usada por via oral, em dose Gnica
diaria de 500mg durante 10 dias, em trés séries com
intervalo de um més. Foi observada boa resposta sem
efeitos colaterais. Entretanto, dois pacientes tiveram
recidiva apds seis meses e foram curados com novo
ciclo de azitromicina."

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a asso-
ciagio NMG +azitromicina é mais eficaz do que o tra-
tamento de primeira escolha, NMG, da LC experimen-
tal causada por L.(L.) amazonensis.

MATERIAIS E METODOS

Foram usados 25 camundongos isogénicos,
machos, cepa C57BL/6 procedentes do Instituto de
Quimica do Estado de Goids — Iquego. Os parasitos
inoculados eram L. (L.) amazonensis obtidos de cul-
turas da cepa PH8 mantidas criopreservadas no
Laboratério de Dermatomicologia da UnB.

Antes do tratamento, foram realizadas medi-
coes dos diametros das patas dos animais. Estas foram
inoculadas no coxim plantar direito com 3.10° pro-
mastigotas metaciclicas de L.(L.) amazonensis e exa-
minadas periodicamente para registrar o aparecimen-
to das lesoes cutineas. Depois, os animais foram divi-
didos de forma aleatéria em dois grupos, um tratado
com NMG dose de 400mgSbV/kg/dia IM durante 20
dias (grupo controle), e o outro com NMG na mesma
dose associado a azitromicina 200mg/kg/dia oral (atra-
vés de gavagem), durante 20 dias.

Para medir as patas dos camundongos, foi usado
paquimetro de precisao de décimos de milimetro.

Apbs o tratamento, os animais foram avaliados
através de critérios clinico e parasitologico. Pelo crité-
rio clinico foram feitas medicoes das patas inoculadas,
imediatamente antes e 20 dias apds o tratamento.

A avaliagao parasitologica foi feita pelo achado
ou contagem de leishminias em esfregacos, culturas
em McNeal, Novy e Nicolle (NNN) e por cultura pelo
método de diluigao limitante.

Para realizar o esfregaco foi aspirado exsudato
da pata inoculada dos camundongos. O mesmo foi
colocado em lamina, fixado, corado pelo Giemsa,
sendo a leitura realizada em microscopio 6ptico.

Para realizar a cultura tradicional, o material
aspirado foi colocado em tubo de cultura com meio
NNN, mantido em estufa a 24°C, e a leitura realizada
através de microscopio de luz invertida, diariamente,
até completar um més.

Para realizar a dilui¢iao limitante usou-se uma
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pata de cada grupo de camundongos. Em capela de
fluxo laminar as mesmas foram dissecadas e trituradas
e o conteudo foi submetido a sucessivas diluicoes de
10 vezes e semeado em placas Elisa de 96 pocos con-
tendo meio RPMI enriquecido com soro bovino fetal.
Foi usada uma placa para cada grupo, e elas foram
mantidas em estufa BOD a temperatura de 24°C
durante 30 dias. Os dados numéricos foram obtidos a
partir da contagem do nimero de pogos nos quais
houve crescimento de promastigotas de leishminia,
verificado pela leitura em microscépio de luz inverti-
da, e foi calculada a média dos valores obtidos para os
dois grupos pelo programa Elida®."”

Foram usados, também, os testes estatisticos t
de Student e Qui-quadrado.

RESULTADOS

Antes do tratamento, compararam-se as medi-
das das patas dos camundongos nos dois grupos para
evitar o viés de que ja houvesse diferenca antes do
experimento (p: 0,11).

A média dos diametros das patas dos camun-
dongos do grupo NMG +azitromicina foi maior do
que a do grupo NMG (36,0 X 31,75mm), apds o trata-
mento. Nao houve também, diferenca estatistica signi-
ficativa (p: 0,23), teste t de Student (Tabela 1).

Na avaliacio parasitolégica das culturas tradi-
cionais realizadas ap6s o tratamento, uma cultura foi
positiva, e trés negativas no grupo NMG +azitromici-
na, e duas positivas, e duas negativas no grupo NMG
isolado. Nao houve diferenca estatistica entre os dois
grupos (teste de Fisher, calculado pelo moédulo
Statcalc do programa Epi Info 6.04 (p: 0,23).

De maneira semelhante foi calculada a diferen-
ca entre os dois grupos quanto a pesquisa de amasti-
gotas nos esfregacos, cujos resultados foram dois
esfregacos positivos e dois negativos no grupo NMG,
e dois positivos e trés negativos no grupo associacao
NMG + azitromicina (p=0,23), teste de Fisher pelo
mesmo programa anterior.

A estimativa do nimero médio de leishminias
presentes na pata de cada grupo de camundongo, atra-
vés das culturas em dilui¢ao limitante, mostrou diferen-
ca entre os grupos (NMG: 528 leishminias e associagao
NMG+AZITR: 12.700 leishmanias) (Tabela 2) (p:
0,007), Qui-quadrado, realizada pelo programa SPSS.

DISCUSSAO

Durante a execucio do projeto, a mortalidade
dos camundongos foi alta, interferindo na amostra-
gem baixa dos resultados das culturas em meio NNN
e pesquisa de amastigotas pelo esfregaco. Em relacao
aos resultados das medidas das patas dos camundon-
gos, das culturas e da pesquisa dos amastigotas, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos NMG +azi-
tromicina e NMG.

O resultado da diluicdo limitante mostrou gran-
de diferenca entre os grupos, (NMG: 528 leishmanias,
e associacio NMG+AZITR: 12.700 leishmanias), com
diferenca estatistica significante, desfavorecendo o
grupo NMG +azitromicina. Esse teste consiste na mais
criteriosa avaliacio do estudo. Houve diferenca entre
os resultados, sugerindo que a associagio de drogas
NMG +azitromicina teve agio bem menor sobre as
leishminias do que a droga NMG isolada.

Conclui-se que a associacao das drogas nao teve

TaBeLA 1: Resultados, antes e apds tratamento, das medidas das patas dos camundongos C57BL/6 infectados
com L. (L.) amazonensis, nos grupos tratados com a associa¢gio N-metil-glucamina+azitromicina e
N-metil-glucamina isolado

Grupos Antes do tratamento (mm) Depois do tratamento a(mm)
NMG 39,30 31,75
NMG + AZIT 41,20 36

teste T de Student p: 0,23

TABELA 2: Resultados, ap6s tratamento, das media do numero de promastigotas presentes nas culturas em
diluicao limitante realizadas com as patas trituradas dos camundongos C57BL/6 infectados com L.(L.) amazo-
nensis, nos grupos tratados com a associagao N-metil-glucamina +azitromicina e N-metil-glucamina isolado

Grupos Numero de placas Elisa Média de amastigotas
NMG 528
NMG + AZIT 12.700

NMG: N-metil glucamina AZIT: azitromicina
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maijor eficicia do que o NMG no tratamento da LC
experimental.

Os dados na literatura sobre a eficacia da azitro-
micina em LTA sio controversos. Como vimos, estu-
dos in vitro™" em camundongos’ e estudos clinicos”"
demonstraram que a azitromicina pode ser eficaz para
diversas espécies de Leishmania. Porém, estudo clini-
co realizado em Manaus com a azitromicina em 26
pacientes teve baixa taxa de cura e muitos efeitos cola-
terais.” As diferengas entre a leishmaniose experimen-
tal e em humanos, bem como a variedade de espécies
de Leishmania que causam a LTA, podem ser causa
dessa disparidade de resultados.

Os reais mecanismos de acao tanto da NMG
quanto da azitromicina sobre as leishmanias sao des-
conhecidos, dificultando a hipétese de acao sinérgica
entre essas drogas. Estes resultados levam a acreditar
que nao houve potencializagio da N-metil glucamina
no tratamento da LC experimental quando a ela se
associou a azitromicina. Seria desejavel que esses
resultados pudessem ser confirmados, assim como
levado a termo o estudo do sinergismo de drogas no
tratamento da LTA, ja que a associacio de drogas
representa esperanca diante da ameaca e do aumento
da resisténcia terapéutica. u
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